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AAFE：Absolute average fold error (絶対平均予測誤差) 
AFE：Average fold error (平均予測誤差) 
AGP：α1-acid glycoprotein (α1 酸性糖タンパク質) 
AL：Albumin (アルブミン) 
AUC：Area under the plasma concentration time curve (血漿中濃度-時間曲線下面積) 
AUC0-t：AUC from time 0 to t 
AUC0-∞：AUC from time 0 to infinity 
AUMC：The first moment of the area under the plasma concentration–time curve (血漿中濃度-時間
曲線の 1 次モーメント下面積) 
BA：Bioavailability (生物学的利用率) 
BCRP：Breast cancer resistance protein 
BMP：Bone morphogenetic protein 
CAT：Compartmental absorption and transit 
CES：Carboxylesterase 
CLUint：Hepatic unbound intrinsic clearance (非結合型化合物の肝固有クリアランス) 
CLUint, in vitro：in vitro CLUint 
CLUint, in vivo：in vivo CLUint 
CLint：Hepatic intrinsic clearance (肝固有クリアランス) 
CLint, in vitro：in vitro CLint 
CLint, in vivo：in vivo CLint 
CLtot：Total body clearance (全身クリアランス) 
CYP：Cytochrome P450 
Cmax：Maximum concentration in plasma (最高血漿中濃度) 





ECCS：Extended clearance classification system 
Fa × Fg：Intestinal availability (小腸アベイラビリティ) 
Fh：Hepatic availability (肝アベイラビリティ) 
Fui：Unionized fraction 
Eh：Hepatic extraction rate (肝抽出率) 
GAPDH：Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
GER：Gastric emptying rate (胃内容物排出速度) 
GFR：Glomerular filtration rate (糸球体ろ過速度) 
IQ：International consortium for innovation & quality in pharmaceutical development 
Kptissue：Tissue-to-plasma partition coefficient (組織移行性) 
Kptissue,corrected：Kptissue corrected by the scaling factor 
LC-MS/MS：Liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
MRT：Mean residence time (平均滞留時間) 
Na2HPO4：Disodium phosphate (リン酸水素二ナトリウム) 
NaH2PO4：Sodium dihydrogen phosphate  (リン酸二水素ナトリウム) 
NaCl：Sodium chloride (塩化ナトリウム) 
OATP：Organic anion-transporting peptide 
OAT：Organic anion-transporter 
OCT：Organic cation transporter 
P-gp：P-glycoprotein 
PAMPA：Parallel artificial membrane permeation assay plate system 
PBPK：Physiologically-based pharmacokinetics (生理学的薬物速度論) 
PBS：Phosphate-buffered saline 
PCR：Polymerase chain reaction 
PEPT：Peptide transporter 
PK：Pharmacokinetics (薬物動態) 
PLR：Plasma-to-liver albumin concentration ratio 
PXR：Pregnane X receptor 
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Pe：Permeability coefficient (膜透過係数) 
Q：Blood flow rate (血流速度) 
R2：Coefficient of determination (決定係数) 
RBP：Blood-to-plasma concentration ratio (血液/血漿濃度比) 
RMSE：Root mean-squared error (二乗平均平方根誤差) 
SAR：Structure-activity relationship (構造活性相関) 
TGF：Transforming growth factor 




Vplasma：Volume of plasma (血漿容積) 
Vss：Distribution volume at steady state (定常状態の分布容積) 
Vss, in vitro：Vss in rats obtained from in vitro study 
Vss, rat: Vss obtained from rat PK study 
Vss, simulation, rat：Vss in rats obtained from the simulation 
Vtissue/futissue：Volume of distribution for the unbound drug (非結合型化合物の分布容積) 
Vtissue：Volume of tissue (組織容積) 
cAMP：Cyclic adenosine monophosphate 
fub，fublood：Unbound fraction in blood (血液中タンパク非結合率) 
fuinc：Unbound fraction in hepatocyte incubations (肝細胞代謝安定性評価におけるタンパク非結
合率) 
fuliver：Unbound fraction in liver (肝臓中タンパク非結合率) 
fum：Unbound fraction in muscle (筋肉中タンパク非結合率) 
fup-app：Apparent unbound fraction in plasma (分子型化合物の血漿中タンパク非結合率) 
fup，fuplasma：Unbound fraction in plasma (血漿中タンパク非結合率) 
fut，futissue：Unbound fraction in tissue (組織中タンパク非結合率) 
hiPSCs：Human induced pluripotent stem cells (ヒト iPS 細胞) 
hiPSC-IECs：hiPSCs derived intestinal epithelial cells (ヒト iPS 細胞由来小腸細胞) 
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ka, app：Apparent permeability coefficient (見かけの吸収速度定数) 
ka, in vivo：in vivo permeability coefficient (in vivo 吸収速度定数) 
kel：Elimination rate constant (消失速度定数) 
kt：Transit rate constant 
logP：n-octanol water partition coefficient (油水分配係数) 
mRNA：Messenger ribonucleic acid 
pKa：Negative log of the acid dissociation constant (酸解離定数) 
r：Correlation coefficient (相関係数) 
t1/2：Elimination half-life of plasma concentration (血漿中濃度半減期) 
velim：Elimination velocity in the liver (肝代謝速度) 







新薬の開発は 9 - 17 年 (Mori, 2014) と長期間を要し，その成功確率は 1/10,000 (Shanti et 
al., 2018) -1/30,000 (Mori, 2014) と低い．創薬研究が極めて高難易度となる一因として，非臨
床段階の探索研究において，化合物の臨床有用性を判断するための評価プロセスが未だ十









こで，創薬の初期段階である lead optimization stage において迅速かつ高確度でヒト PK を予
測可能となれば，ヒト PK 情報に基づく化合物の構造最適化を実現できる．また，従来の探





ヒト PK を予測する方法は，経験的予測手法と理論的予測手法に大別される．single species 
scaling 法 (Dedrick, 1973) や Allometric scaling 法 (Boxenbaum, 1982; Mordenti, 1986) に代表
される経験的予測手法は，ラット，イヌ及びサル等を用いた体内動態試験から得られる全身
クリアランス (CLtot) または定常状態の分布容積 (Vss) の値とヒトを含む各動物種の体重
や脳重量との相関関係を基に，ヒト CLtot またはヒト Vssを予測する手法である．しかし，こ
のような経験的予測手法は，代謝安定性やタンパク結合率に動物種差が認められる場合，ヒ
ト血漿中濃度推移の予測確度が低くなり (Horiuchi et al., 2018)，実測比 2 倍以内の範囲に入








これに対し，理論的予測手法は，生理学的薬物速度論  (Physiologically-based 
pharmacokinetics; PBPK) モデルを基盤とし，ヒトの生理学的環境 (組織容積，血流速度など) 
を反映した組織コンパートメントを数理学的モデルで表現することで，生体における化合
物血漿中濃度推移を理論的に予測する方法である (Teorell, 1937)．医薬品開発において，
PBPK モデルに基づくヒト PK パラメータの予測確度の評価基準は，化合物の安全域が極め
て狭い化合物を除き，実測値比 2 倍以内を示す必要があると，製薬企業及び規制当局関係者
から構成された International Consortium for Innovation & Quality in Pharmaceutical Development 
(IQ) PBPK working group において提示されており (Jones et al., 2015; Sager et al., 2015)，医薬
品開発の当局申請資料では，この評価基準を満たす場合にのみ PBPK モデルを用いた考察
が可能となる (Shebley et al., 2018)．ヒト試料を用いた in vitro 試験結果等を数理学モデルに
入力する手法 (bottom-up PBPK 法) は，基本的な経験的予測手法とは異なり，体内動態特性
の種差がヒト PK パラメータの予測確度に影響することがないため，比較的高い予測確度が
期待できる．また，イヌやサル等を用いた体内動態試験が不要となるため，評価の迅速性や
コスト面での課題は少ないと考えられる．しかし，米国製薬協の検証 (Poulin et al., 2011) で
は，生体内で取り込みトランスポーターの影響を受けない代謝消失型化合物を用いて静脈
内及び経口投与後のヒト血漿中濃度推移を予測した場合，ヒト PK パラメータの予測値は実
測値と比較して平均 3 - 4 倍の乖離が認められており，多くの研究者が bottom-up PBPK 法 
(従来型 bottom-up PBPK 法) を用いたヒト血漿中濃度推移の予測性を検証しているが，創薬
の現場で活用できる程の予測確度を得られない (De Buck et al; 2007; Poulin, Kenny et al., 
2012; Sayama et al., 2013; Horiuchi et al., 2018)．また，代謝消失型化合物と比較して複雑な生
体内挙動を示す取り込みトランスポーターの基質となる化合物では，生体における取り込
み速度を再現可能な in vitro 試験方法について議論されており  (Shitara et al., 2013; 











る組織移行性 (Kptissue) 及び消化管吸収性を表す見かけの吸収速度定数 (ka, app) が必要とな
る．従来型 bottom-up PBPK 法において，velim は，血漿中に存在するタンパク非結合型薬物
が組織へ移行すると仮定し (フリー理論，Lin 2006; Trainor 2007)，代謝過程を予測する他，
組織に流入した薬物は，組織血管中で速やかに拡散・攪拌されることで組織血管中の薬物濃
度が一定となるという仮定 (well-stirred モデル) に基づき全身へと分布する (De Buck et al; 
2007; Sayama et al., 2013)．肝臓コンパートメントのみに着目し，フリー理論及び well-stirred
モデルを基に，25 の代謝消失型化合物のヒト肝クリアランス (CLh) を予測した場合，絶対
平均予測誤差 (AAFE) 及び実測比 2 倍以内に入る割合 (% within 2-fold error) は，それぞれ
2.6 及び 48%と報告されている (Poulin, Kenny et al., 2012)．また，従来型 bottom-up PBPK 法
により，16 の代謝消失型化合物の CLtotを予測した場合，AAFE 及び% within 2-fold error は，
それぞれ 4.6 及び 18.8%と報告されていることから，IQ PBPK working group が提唱する評価
基準を指標とした場合，従来型 bottom-up PBPK 法による代謝消失過程の予測性は低い 
(Horiuchi et al., 2018)．フリー理論以外の膜透過を定義する条件として，リン脂質を主成分と
する細胞膜が負に帯電していることに因子し，血漿中のタンパク非結合型化合物のうち分
子型のみが細胞膜を透過するという理論 (pH 分配仮説，Shore et al., 1957; Yu et al., 1996; 
Youdim et al., 2003, Fig. 0-1) が報告されている．25 の代謝消失型化合物について pH 分配仮
説を組み込んだ well-stirred モデルにより CLh を予測した場合，AAFE 及び% within 2-fold 
error がそれぞれ 2.3 及び 52%であり (Poulin, Kenny et al., 2012)，フリー理論と比較して僅か
ながら予測確度が改善する (Berezhkovskiy, 2011) ことが報告されている．また，Poulin 及び
Kenny らの研究 (Poulin, Kenny et al., 2012) において，血漿中で主にアルブミンに結合する





膜とイオン性相互作用を示すことが報告されている (Burczynski et al., 2001; Elmadhoun et al., 
2001)．更に，アルブミン結合形化合物は，細胞膜近傍においてアルブミンとの平衡解離定
数に動的な変化が生じ，フリー理論や pH 分配仮説に基づく場合と比較して細胞内へ分配さ
れる化合物の割合が増加することが報告されており， (アルブミン媒介性肝移行，Tsao et al., 
1988, Fukuchi et al., 2017; Riccardi et al., 2017; Miyauchi et al., 2018; Bteich et al., 2020, Fig. 0-1)，
Poulin らは，肝細胞表面におけるアルブミン結合形リガンドの動的な平衡状態の変化は，肝
実質細胞内と血漿におけるアルブミン濃度比  (PLR) を基に説明できることを示した 
(Poulin, Hop et al., 2012; Poulin 2013; Poulin et al., 2016)．そこで，著者は，従来型 bottom-up 
PBPK 法において CLtot 及び CLh の予測性が低い理由が，血漿中及び肝臓中における化合物
の分子型分率及び肝細胞とアルブミンの相互作用に伴うタンパク質結合型化合物の平衡状
態の変化を考慮できていないことに起因すると考え，CLtot の予測性の改善には，PBPK モデ
ルの構成パラメータである velim の算出過程に，pH 分配仮説及びアルブミン媒介性肝移行の
機序 (Fig. 0-1) を組み込む必要があると仮説立てた． 
 
Fig. 0-1. Schemes of compound penetration into hepatocytes based on pH partition hypothesis 




ートメントに Kptissue を入力する必要がある．従来型 bottom-up PBPK 法では， tissue 
composition-based equation (Rodgers et al., 2007) により予測されたヒト Kptissueが汎用される．
Tissue composition-based equation は，化合物の物理化学的性質 (酸解離定数: pKa, 油水分配
係数: logP) を基に，組織構成成分と化合物との親和性を理論的に解析することで，Kptissueを
得る方法である．しかし，Rodgers らの感度分析による予測性の検証によれば，logP が 3 以
上を示す塩基性化合物及び弱酸性化合物において，組織分布の予測誤差が指数関数的に増
大し，従来型 bottom-up PBPK 法により予測されたヒト Vss は，特に高脂溶性化合物におい
て，実測と比較して最大 133 倍の予測誤差が認められている (Rodgers et al., 2007)．更に，
tissue composition-based equation を基に，種々の代謝消失型化合物についてヒト Vssを予測し
た場合，% within 2-fold error は，32% (De Buck et al., 2007)，43% (Berry et al., 2011)，53% (Berry 
et al., 2010) 及び 60% (Sayama et al., 2010) と報告されていることから，従来型 bottom-up 
PBPK 法ではヒト Vss の予測性が低いと考えられた．一方で，第Ⅰ相臨床試験以降において薬
物間相互作用や薬効及び副作用発現の時間推移の予測に用いられる top-down PBPK 法は，
tissue composition-based equation により算出された Kptissueを臨床試験より得られるヒトの Vss
で補正することで，ヒト血漿中濃度推移を高い確度で再現することが可能な予測手法であ




トにおいて正の相関を示すことが報告されている (Sawada et al., 1985; Imawaka et al., 2009)．
以上の報告を基に，著者は，top-down PBPK 法と同様に，Kptissue の計算値を実験値により補
正する手法に着眼し，ラット Vss 及び組織分布の種差を用いて Kptissue を補正することによ
り，bottom-up PBPK 法により得られる Vss の予測性が改善できると仮説立てた． 
そこで，第一章では，PBPK モデルを構成する肝代謝及び組織移行過程に着眼し，化合物
の生体内挙動を反映した velim 及び Kptissueの計算方法について検討する．velim では，従来法で
用いられるフリー理論に代わり，pH 分配仮説及びアルブミン媒介性肝移行の機序を考慮し
た新規算出方法を，Kptissue では，従来法で活用される tissue composition-based equation に加
え，ラット体内動態試験より得られる Vss (Vss, rat)，及びラットとヒトにおける Vtissue/futissue の
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種差に基づく新規算出方法を，それぞれ検討する．加えて，上述する velim 及び Kptissue の導
出過程を含む bottom-up PBPK 法 (新規 bottom-up PBPK 法) を用いて，種々の代謝消失型化
合物について静脈内投与後のヒト血漿中濃度推移及び PK パラメータを予測し，得られた予
測確度を指標に，従来法及び IQ PBPK working group が提唱する評価基準と比較することで，




及び Kptissue に加え，消化管からの吸収性を反映したパラメータである ka, appを PBPK モデル
の小腸コンパートメントに入力する必要がある．従来型 bottom-up PBPK 法において，ka, app
は，ヒトにおける膜透過係数 (Pe, in vivo) が既知である複数の化合物を用いて膜透過性試験を
実施し，Pe, in vivo と膜透過性試験より得た膜透過係数 (Pe) を検量線として，予測対象の化合
物について Peから Pe, in vivoを算出後，Pe, in vivo と消化管半径等を基に推定される (Peters et al., 
2008; Poulin et al., 2011; Horiuchi et al., 2018)．これまで，Pe は，結腸癌由来の株化細胞である
Caco-2 細胞 (Peters, 2008; Poulin et al., 2011) や人工膜 (parallel artificial membrane permeation 
assay plate system; PAMPA, Kansy et al., 1998; Horiuchi et al., 2018) 等を用いて評価されてきた．
Caco-2 細胞は，上皮細胞様の形態を示し，単層膜を形成するため小腸上皮モデルとして汎
用されるが，薬物代謝酵素の cytochrome P450 3A4 (CYP3A4) の mRNA 発現量が成人の小腸
上皮細胞と比較して著しく低いため (Kacevska et al., 2008)，小腸における代謝の寄与を考慮
できない (Akazawa et al., 2018)．また，疎水性フィルターにリン脂質を塗布し，生体膜に類
似した脂質膜を保持した PAMPA は，受動拡散の評価のみが可能となる (Kansy et al., 1998)．
しかし，ヒトの消化管では，CYP3A4 や薬剤排泄トランスポーターの P-glycoprotein (P-gp) 
が化合物の膜透過性に対して極めて重要な役割を果たしているため (Kacevska et al., 2008)，
Caco-2 細胞及び PAMPA を用いた膜透過性試験では，代謝酵素やトランスポーターの寄与を
含む消化管透過性の評価が困難である．また，ka, app の計算過程で必要なパラメータである
Pe, in vivoは，ヒトの空腸近位に挿入された 2 つのバルーン間に化合物含有の灌流液を循環し，
灌流液中に含まれる化合物量の減少量から算出される (double balloon 法: Takamatsu et al., 






近年，Caco-2 細胞や PAMPA に代わるヒト消化管透過性の評価系として，ヒト iPS 細胞由
来小腸細胞 (hiPSC-IECs) の有用性が検討されている．hiPSC-IECs は，生体での胚発生過程
を模倣し，分化多能性を有するヒト iPS 細胞 (hiPSCs, Takahashi et al., 2006; Takahashi et al., 
2007) から，内胚葉及び小腸前駆細胞を経て細胞形態を変化させることで得られ，化合物の
消化管透過に重要な役割を果たす薬物輸送能及び薬物代謝能を再現する細胞として期待さ
れている (Finkbeiner et al., 2012; Ogaki et al., 2013; Iwao et al., 2015; Uchida et al., 2017)．しか
し，CYP3A4 及び P-gp の両方を発現し，in vivo の消化管吸収性を再現した hiPSC-IECs は報
告されておらず，既報の分化方法により得られた hiPSC-IECs では，CYP3A4 及び P-gp mRNA
発現量がヒト成人小腸と比較してそれぞれ 1/274 及び 1/11 と低値を示す (Akazawa et al., 
2018)．CYP3A4 (Coumoul et al., 2002; Luo et al., 2002) 及び P-gp (Huwyler et al., 2006) は，い
ずれも核内受容体の pregnane X receptor (PXR) を介して誘導されることが報告されており，
hiPSC-IECs においても rifampicin または 1,25-dihydroxyvitamin D3 (VD3) を添加することで，
CYP3A4 mRNA がそれぞれ 9.8 倍及び 95 倍誘導されることが報告されている (Negoro et al., 
2016)．以上の報告を基に，著者は，既存の分化方法によって得られた hiPSC-IECs であって
も，CYP3A4 及び P-gp の誘導剤を処置することで，薬物代謝及び薬物輸送能を獲得し，in 
vivo における消化管吸収性を再現した評価系を構築できると考えた． 
そこで，第二章では，まず，Caco-2 細胞や PAMPA では再現することが困難であった消化
管吸収性を予測するために，CYP3A4 と P-gp の誘導剤である rifampicin 及び VD3 を処置し
た hiPSC-IECs を活用した膜透過性試験を実施し，得られた Pe をヒト小腸アベイラビリティ 
(Fa × Fg) と比較することで，hiPSC-IECs の有用性を議論する．続いて，double balloon 法を
介さず hiPSC-IECs の膜透過試験より得られる Pe から ka, app を算出するために，小腸で初回
通過効果を受ける種々の代謝消失型化合物について，Fa × Fg と臨床試験から得た in vivo 吸
収速度定数 (ka, in vivo) との相関性を検討する．更に，hiPSC-IECs より得られる ka, app を新規
bottom-up PBPK 法の小腸コンパートメントに入力し，小腸で初回通過効果を受ける種々の
代謝消失型化合物についてヒト血漿中濃度推移を予測後，得られた PK パラメータの予測確




結果を新規 bottom-up PPBK 法に組み込む意義について論述する． 
 
第一章及び第二章で検討する PBPK モデルを創薬の探索研究で用いる場合，従来のスク




なる．しかし，上述する新規 bottom-up PBPK 法は，静脈内投与及び経口投与後のヒト血漿
中濃度推移を予測するためにラット体内動態試験を実施する必要がある．一般に，製薬企業
における創薬の探索研究では，ラット等を用いた体内動態試験は in vitro 試験の後に実施さ
れるため，in vivo 試験の結果を活用した新規 bottom-up PBPK 法は，スクリーニング後期以
降でのみ活用可能となる．仮に，in vitro 試験実施後，直ちにヒト血漿中濃度推移を予測可能
となった場合，ヒト PK 情報の取得までに要する時間を短縮することで SAR 情報を迅速に
取得できるだけでなく，ヒト血漿中濃度推移の予測に必要な化合物合成量の低減も可能と
なり，ヒト血漿中濃度推移に基づく創薬の加速化に貢献できる．従って，創薬の探索研究に
おいて新規 bottom-up PBPK 法の有用性を向上させるには，in vivo 試験を必要としない新規
ヒト PK 予測方法の構築が重要であると考えられた．新規 bottom-up PBPK 法では，ラット
体内動態試験より得られる Vss, rat を Kptissue の補正値として利用している．Vss は，定常状態
における各組織の Kptissueに組織容積 (Vtissue) を乗じた値の和で定義され，Berry らは，36 の
モデル化合物についてラットにおける 14 の組織 (肺，脳，心臓，骨，筋肉，脂肪，皮膚，
胸腺，腎臓，精巣，肝臓，脾臓，すい臓，小腸) の Kptissue をそれぞれ評価し，筋肉，心臓，
精巣及び脾臓のKptissueがVss, ratと比較的良好な相関関係を示す [決定係数 (R2): 0.542 - 0.652] 
ことを報告している (Berry et al., 2010)．また，化合物の組織移行性が pH 分配仮説によって
定義される場合，Kptissueは，化合物の分子型分率，血漿及び組織中タンパク非結合率から計
算可能となる (Yu et al., 1996; Youdim et al., 2003; Poulin 2015)．更に，生体に占める臓器のう
ち，約半分の容積を筋肉が占め (Rowland, 2013)，tissue composition-based equation より得た
化合物の筋肉移行性 (Kpmuscle) に全組織容積を乗じた値は，Vss と近似することが報告され
ている (Rodgers et al., 2007)．以上の報告を基に，著者は，in vitro 試験を基に Vss,rat の代替パ
ラメータ (Vss, in vitro) を算出するためには，Kpmuscleが重要な因子となると考え，pH 分配仮説
13 
 
に基づく場合，血漿中タンパク非結合率 (fup)，筋肉中タンパク非結合率 (fum) 及び化合物
の分子型分率を基に，Kpmuscle を算出できると仮説立てた． 
そこで，第三章では，fum の評価方法を検討後，pH 分配仮説に基づき計算される Kpmuscle
から Vss, in vitro を算出し，ラット体内動態試験より得られる Vss, rat との相関関係を評価するこ
とで，in vitro 試験から得られる Vss, in vitroの有用性を検討する．更に，ヒト Kptissue の算出過
程における Vss, rat を Vss, in vitro に変更した場合の新規 bottom-up PBPK 法は，種々の代謝消失
型化合物における静脈内及び経口投与後の血漿中濃度推移及び PK パラメータの予測性を
指標に，IQ PBPK working group が提唱する評価基準と比較することで，in vitro 試験結果の
みを基にした新規予測手法としての妥当性を論じる．加えて，化合物の排泄経路を予測可能
な extended clearance classification system (ECCS, Varma et al., 2015; Varma et al., 2017) を改変
することで，代謝消失型化合物を予測適応範囲とする新規 bottom-up PBPK 法の創薬におけ
る活用手順を提示し，新規 bottom-up PBPK を活用した創薬研究手法の有用性を論じる． 






Table 0-1. Conventional and novel bottom-up PBPK approaches for predicting human PK profiles after intravenous and oral administration. 
 
CLint, in vivo: in vivo intrinsic clearance，fuinc: unbound fraction in incubation，fup: unbound fraction in plasma，RBP: blood-to-plasma concentration ratio，logP: n-octanol water 
partition coefficient，pKa: negative log of the acid dissociation constant，PLR: plasma-to-liver albumin concentration ratio，fum: unbound fraction in muscle，Vss, rat: Vss 
obtained from rat PK study，Pe: permeability，Pe, in vivo: in vivo permeability，Fa × Fg: intestinal availability，ka, in vivo: in vivo permeability coefficient 
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PBPK モデルを構成する velim 及び Kptissue の新規計算方法を検討し，幅広い化合物特性を示
す代謝消失型の 12 化合物をモデル化合物として，従来型及び新規 bottom-up PBPK 法を基
に，各化合物の静脈内投与後のヒト血漿中濃度推移及び PK パラメータを予測し，得られた
PK パラメータの予測確度を指標として，velim 及び Kptissueの導出方法の有用性及び応用性に
ついて検討した．PBPK モデルを構成する組織コンパートメントは，well-stirred モデルに基
づき，速やかに拡散・攪拌されることで組織血管中の薬物濃度が一定となると仮定した． 
従来型 bottom-up PBPK 法で用いた velim 及び Kptissue は，それぞれフリー理論 (Lin 2006; 
Trainor 2007) 及び tissue composition-based equation (Rodgers et al., 2007) に基づいて計算した． 
新規 bottom-up PBPK 法では，velim の計算過程において，血漿中での主結合タンパク質が
アルブミンとなる化合物は pH 分配仮説 (Shore et al., 1957; Yu et al., 1996; Youdim et al., 2003) 
に加えてアルブミン媒介性肝移行 (Tsao et al., 1988, Fukuchi et al., 2017; Riccardi et al., 2017; 
Miyauchi et al., 2018; Bteich et al., 2020) の機序を，アルブミン以外に結合する化合物は pH 分
配仮説 (Shore et al., 1957; Yu et al., 1996; Youdim et al., 2003) をそれぞれ考慮し，化合物の結
合タンパク質に応じた計算方法により算出した．また，新規 bottom-up PBPK 法における
Kptissue は，まず tissue composition-based equation (Rodgers et al., 2007) を基にラット Kptissue及
びラット Vss (Vss, simulation, rat) を予測した．続いて，Vss, simulation, rat 及び静脈内投与後のラット血
漿中濃度推移をモデル非依存型の薬物速度論解析することで得た Vss, rat を用いてラット
Kptissue を補正した．更に，ラットとヒトにおける Vtissue/futissue の相関関係 (Sawada et al., 1985) 
を基に，ラット Kptissue からヒト Kptissueを算出した．従来型及び新規 bottom-up PBPK 法にお














1-1-1. PBPK モデル 













式 1-1 における Vtissue 及び Qtissue は，筋肉，消化管，皮膚または脂肪の体積及び血流速度で
あり，C は動脈血または組織中の化合物濃度を示す．続いて，肺及び腎臓の物質収支式は，











= Qkidney × �Cartery −
Ckidney×RBP
Kpkidney




式 1-3 において GFR は糸球体ろ過速度である．動脈血及び静脈血の物質収支式は，それぞ














− Qlung × Cvein + infusion time (1-5) 
式 1-4 及び式 1-5 における Qtissue 及び Ctissue は，それぞれ動脈血及び静脈血と結合された組
織である．また，infusion time が 0 のとき，化合物が急速静脈内投与されたことを意味する．










− 𝑣𝑣elim  (1-6) 
Cgi 及び Kpgi は，それぞれ消化管における化合物濃度及び消化管移行性であり，velim は肝代
謝消失速度である．式 1-1 から式 1-6 で表された各組織の近似解は，Microsoft Visual Basic 





Fig. 1-2. A schematic diagram of the physiologically-based pharmacokinetic (PBPK) model for 
predicting human PK profile after intravenous administration. 
 
 
1-1-2. 従来型 bottom-up PBPK 法 
a) velim の算出方法 
Well-stirred モデルを仮定した PBPK モデルの肝臓における代謝消失速度は，式 1-7 で表さ
れる． 
𝑣𝑣elim = CLUint,𝑖𝑖𝑖𝑖 𝑣𝑣𝑖𝑖𝑣𝑣𝑣𝑣 × Cliver × fuliver (1-7) 
ここで，CLUint, in vivo及び fuliver 及びはそれぞれ in vivo における非結合型化合物の肝固有クリ
アランス及び肝臓中タンパク非結合率を示す．従来型 bottom-up PBPK 法では，フリー理論
に基づき，血中のタンパク非結合型化合物のみが体循環から組織に分配されると仮定した．
このとき，velim は，以下の式 1-8 で表される． 




fublood 及び RBP は，それぞれ血液中タンパク非結合率及び血液/血漿濃度比を示す．従来型





b) ヒト Kptissue の算出方法 
 Rodgers らの報告に基づいた場合，組織と血漿におけるタンパク非結合型化合物の濃度比
(Kptissue,u) は，組織構成成分と化合物固有のパラメータに基づいて計算できる (Rodgers et al., 










X 及び Y は化合物のイオン化に関連するパラメータである (一価の塩基性化合物の場合: X 
= 10pKa-pHIW, Y = 10pKa-pHPl, f 及び P は，それぞれ分子型化合物の組織構成成分の含有比率及び
油水分配係数を示す)．下付き文字の IW, EW, NL, NP 及び Pl は，それぞれ細胞内液，細胞外
液，組織中の中性脂質，中性リン脂質及び血漿を示す．[AP]T及び KaAP はそれぞれ組織中の
酸性リン脂質濃度及び酸性リン脂質に対する化合物の親和定数を示す．また，中性，酸性及








[PR]T は細胞外液中のアルブミン濃度 (酸性及び弱塩基性化合物の場合) また中性のリポタ
ンパク質濃度 (中性化合物の場合) を示し，KaPRは，細胞外液中のアルブミンまたはリポタ





= fuplasma × Kptissue,u (1-11) 






1-1-3. 新規 bottom-up PBPK 法 
a) velim の算出方法 
 式 1-7 で表される fuliver の算出において，主結合タンパク質がアルブミンとなる化合物で
は，pH 分配仮説に加え，アルブミン媒介性の肝移行の寄与を考慮した (Poulin, Kenny et al., 
2012)．分子型化合物の血漿中タンパク非結合率 (fup-app) は，Henderson-Hasselbalch の式に基
づく (Poulin et al., 2012) と，以下の式 1-12 から式 1-16 で表すことができる． 
fup−app (neutral) = fup (1-12) 
















更に，血漿での主結合タンパク質がアルブミンである化合物の fup-app は，式 1-17 で表すこ





式 1-17 において，k = P/K であり，P はアルブミン濃度，K はアルブミンに対する薬物の結




















bottom-up PBPK モデルでの肝臓コンパートメントでは，式 1-7 に式 1-20 から算出した fuliver
を代入して得た velim 値を用いることとした． 
 また，血漿中の主結合タンパク質がアルブミンではない化合物は，上述するアルブミン媒
介性の肝移行の影響を受けないと考えられる．そこで，主結合タンパク質が α1-酸性糖タン
パク質 (AGP) である化合物では，pH 分配仮説の影響を考慮するために，式 1-8 の fub × RBP
の項を式 1-12 から式 1-16 より得られる fup-app に置き換えて，velim を算出した． 
 
b) ヒト Kptissue の算出方法 
 新規 bottom-up PBPK 法では，式 1-9 及び式 1-10 で表される tissue composition-based equation
の他，ラット体内動態試験より得た Vss, rat 及びラットとヒトにおける Vtissue/futissue の相関関
係を基にヒト Kptissue を算出した．まず，Vssと Kptissue は式 1-21 の等式が成り立つ． 
Vss = Vplasma + ∑(Vtissue × Kptissue)  (1-21) 
Vplasma は血漿容積を示し，Vtissueは 11 組織 (脂肪，骨，脳，消化管，心臓，腎臓，肝臓，肺，
筋肉，皮膚及び脾臓) の容積を示す．ここで，式 1-9 から式 1-11 を基に算出したラット Kptissue
を式 1-21 に入力することで，ラット Vss の予測値である Vss, simulation, rat を得た．続いて，ラッ
ト体内動態試験より得た Vss, rat と Vss, simulation, rat の比を補正係数とし，得られた補正係数を，
tissue composition-based equation より得たラット Kptissue に乗じた後，式 1-11 を基にラット
futissue を算出した．ここで，ラットとヒトにおける Vtissue/futissue には，式 1-22 で示す相関関


















× Vtissue,human  (1-23) 
futissue,rat 及び既知の生理学的パラメータである Vtissueを基に，式 1-23 より futissue,human を算出
した．得られた futissue, human を式 1-11 に代入し，ヒト Kptissueを算出した．新規 bottom-up 










reductase) によって代謝を受ける，12 の医薬品 (alprazolam，diazepam，diclofenac，linezolid，





におけるタンパク非結合率 (fuinc)，pKa，logP，肝固有クリアランス (CLint)，RBP 及びラット






酸性及び中性を示す低分子化合物は，主にアルブミンに結合し (Kragh-Hansen et al., 2002; 
Ghuman et al., 2005)，塩基性を示す低分子化合物は主に AGP に結合する (Booker et al., 1996) 
ことが報告されている．そこで，pKa (acid) が 7.0 以下を示す酸性化合物及び中性化合物は
アルブミン結合形，pKa (base) が 7.0 以上を示す化合物を AGP 結合形と定義した． 
 
血液/血漿濃度比 (RBP) 
ヒト RBP 値は，既報 (Fura et al., 2008 及び Uchimura et al., 2010)より引用した．ラット RBP






 Dimethyl sulfoxide (DMSO) に溶解させたモデル化合物を健常ヒト (Kohjin Bio Co., Ltd.) 
または Sprague-Dawley ラット (7 - 9 週齢，雄性，Charles River Laboratories Japan, Inc.) の血
清に添加し，終濃度 2 μg/mL の血清サンプルを調製した．平衡透析デバイス (EC-0，Sanplatec 
corp.) に分画分子量が 12,000 – 14,000 の透析膜 (Spectra/Por® 2 Dialysis Membrane Standard 
RC Tubing MWCO: 12,000 to 14,000，Spectrum Laboratories, Inc.) を配置し，平衡透析デバイ
スのドナー側に 450 μL の血清サンプル，アクセプター側に 450 μL の 53 mM Na2HPO4，13 
mM NaH2PO4 及び 50 mM NaCl を含有する phosphate-buffered saline (PBS，pH7.4) を添加し
た．サンプル添加後の平衡透析デバイスは 37℃で 24 時間インキュベートした．インキュベ
ート終了後，30 μL のドナー側サンプル及び 270 μL のアクセプター側サンプルに対して，
ブランク PBS 及びブランク血清をそれぞれ 270 μL 及び 30 μL ずつ添加し，十分に攪拌後，
LC-MS/MS に供して化合物由来のピーク面積を算出した．得られたピーク面積比は，ドナー
側及びアクセプター側サンプルの希釈倍率で補正することによって，血漿中タンパク非結
合率 (fup) を算出した．fub は，fup を RBP で除すことで得た． 
fuinc は，化合物固有のパラメータ (pKa，logP，fup) から理論的に算出する方法が報告され
ている (Poulin et al., 2013)．既報 (Poulin et al., 2013) では，95 化合物について fuinc を予測さ
れており，平均予測誤差 (average fold error: AFE), 二乗平均平方根誤差 (root mean-squared 
error: RMSE) はそれぞれ 1.08 及び 0.30 を示し，実測比 1.5 倍，2 倍及び 3 倍に入る化合物
の割合はそれぞれ 71%，85%及び 91%であることが示されている．高い確度で fuinc を予測
できることが示された (Poulin et al., 2013)．そこで，著者は，Poulin らが報告する mechanistic 
equation を用いて算出した fuinc をそれぞれのモデル化合物の fuinc とした． 
 
酸解離定数 (pKa)・油水分配係数 (logP) 
市販ソフトウェアである ACD/Percepta (Fujitsu Kyushu Systems Limited.) を用いて予測し
た pKa 及び logP を，それぞれのモデル化合物の pKa 及び logP とした． 
 
肝固有クリアランス (CLint) 
 ヒト凍結肝細胞 (Lot. HC5-23, XenoTech) を William’s E 培地 (Thermo Fisher Scientific Inc.) 




の終濃度でモデル化合物を溶解し，37℃で 0.25 時間から 8 時間曝露した．サンプル中の化
合物濃度は LC-MS/MS によって測定した．モデル化合物の基質残存率は，反応 0 時間のサ
ンプルに対する所定のインキュベート時間におけるモデル化合物のピーク面積比から算出
した．In vitro 肝固有クリアランス (CLint, in vitro) は，基質残存率の自然対数値をインキュベ
ーション時間に対してプロットして得た直線の傾きから得られる消失速度定数から計算し
た．CLint, in vitro は，mL/min/106 cells の単位で表され，肝細胞代謝安定性評価系への非特異的
な結合を含む総濃度に基づいた値となる．そこで，CLint, in vitro を fuinc で除すことにより，非
結合形化合物の CLint, in vitro (CLUint, in vitro) を算出した．CLUint, in vitro は，体重 1 kg 当たりの肝細
胞含量 (24 g liver/kg body weight) 及び肝臓 1 g 当たりの肝細胞含量 (135 × 106 cells/g liver) 
(Houston 1994; Bonn 2016) の文献値で補正し，in vivo における非結合型肝固有クリアランス
である CLUint, in vivoを得た． 
 
ラットにおける定常状態の分布容積 (Vss, rat) 
 Sprague-Dawley ラット (8 週齢，雄性，Charles River Laboratories Japan, Inc.) にモデル化合
物 0.5 - 5 mg/kg を静脈内投与した．化合物投与後，0.033，0.083，0.25，0.5，1，2，4，6 及
び 8 時間に，0.89 M ethylenediaminetetraacetic acid 及び 20% (v/v) ヘパリンナトリウム含有シ
リンジを用いて頸静脈から血液約 200 μL を採取した．採取した血液を遠心分離 (3000 g，15
分，4℃) することにより血漿を得た．得られた血漿に含まれる化合物濃度は LC-MS/MS に
より定量した．静脈内投与後の PK パラメータは，得られた血漿中濃度推移をモデル非依存
型の薬物速度論解析することで得た．Vss, rat は，CLtot に平均滞留時間 (MRT) を乗じること
で算出した．CLtot は，投与量を無限時間までの血漿中濃度-時間曲線下面積 (AUC0-∞) で除





CLtot，Vss 及び AUC0-∞の算出方法は，それぞれ第一章 ラットにおける定常状態の分布容









均値である「AAFE」及び予測値が実測値と比較して 1/X から X 倍乖離する化合物の割合
を示す「% within X fold error」を基に実測値と比較することで評価した．AFE の値が 1 を
上回った場合，PK パラメータを過大評価し，AFE が 1 を下回った場合は，PK パラメータ
を過小評価することを意味する．RMSE，AFE 及び AAFE は，それぞれ式 1-24 から式 1-26
で表される． 
RMSE = �∑(Log predicted value−Log observed value)
2
n
  (1-24) 
AFE = 10
1
n∑(logFold error)  (1-25) 
AAFE = 10
1



















Human   Rat 
Metabolic enzymes fupc RBP CLint, in vivob fuinc   fupc RBP Vsse 
    (mL/min/kg)         (L/kg) 
Alprazolam     AL 2.50 0.32 0.78 0.027d 0.79   0.33 0.96 1.8 CYP3A4, CYP3A5 
Diazepam     AL 2.91 0.011 0.58 4.2 0.60   0.14 0.55 3.7 CYP2C19, CYP3A4 
Diclofenac 4.0   AL 4.06 0.0050 0.71 152 1.0   0.0060 0.71 0.47 
CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4, 
UGT1A9, UGT2B7 
Linezolid     AL 0.30 0.69 0.45 2.1 1.0   0.68 0.45 0.59 
Non-enzymatic reaction, 
Amidase, N-acetyltransferase 
Meloxicam 4.1   AL 3.43 0.0060 1.2 1.7 1.0   0.010 0.56 0.16 CYP2C9, CYP3A4 
Sildenafil     AL 2.75 0.032 0.64 49 0.68   0.050 0.64 1.9 CYP2C9, CYP3A4 
Bisoprolol   9.4 AGP 2.14 0.85 0.58 2.0 1.0   0.84 1.1 3.5 CYP2D6, CYP3A4 
Haloperidol   8.3 AGP 3.01 0.17 0.81 12 0.68   0.10 0.81 13 
Carbonyl reductase, CYP1A2, CYP2D6, 
CYP3A4 
Nicardipine   8.6 AGP 5.13 0.0030 0.71 208 0.043   0.0054 0.80 3.6 CYP3A4, reductase 
Quinidine   8.8 AGP 3.44 0.19 0.92 13 0.63   0.33 1.4 5.8 CYP2E1, CYP2C9, CYP3A4 
Tamsulosin   8.4 AGP 2.24 0.0091 0.53 18 1.0   0.19 1.2 1.9 CYP2D6, CYP3A4 
Tramadol   9.3 AGP 2.51 0.91 0.69 8.8 1.0   0.90 0.69 3.1 
Glucuronosyltransferase, Sulfotransferase, 
CYP2B6, CYP2D6, CYP3A4 





AL-binding compounds (alprazolam, diazepam, diclofenac, linezolid, meloxicam and sildenafil) and AGP-binding compounds (bisoprolol, haloperidol, 
nicardipine, quinidine, tamsulosin and tramadol) are listed in alphabetical order, respectively. 
aAcidic (pKa (acid) < 7.0) and neutral drugs was defined as albumin binding type, and basic drugs (pKa (base) > 7.0) was defined as AGP binding type (Booker 
et al., 1996; Kragh-Hansen et al., 2002; Ghuman et al., 2005). For each drug except for bisoprolol and tramadol, the main binding proteins assumed by acid 
dissociation constant are consistent with the experimentally determined results reported by Poulin et al. (Poulin P, Hop et al., 2012) and other papers (Stalker et 
al., 2003; NIH, 2020; EMEA, 2005; Procyshyn et al., 2003; Routledge, 1986; Franco-Salinas, 2010). Poulin et al. estimated AGP/albumin binding ratio by 
equilibrium dialysis of albumin and AGP solution which are spiked with test drugs, and they suggested that the AGP/albumin ratio determined from the area ratio 
of analyte greater than -0.6 is AGP binding drug (Poulin P, Hop et al., 2012). 
bCLint, in vivo was defined as CLUint, in vivo multiplied by fuinc. The metabolic assay was evaluated in duplicate. 
cThe errors between the samples were all around 20% to 30%, representing it is reliable regardless of fup value. The protein binding study was performed in 
duplicate. 
dAlprazolam was very stable in metabolic study using human hepatocytes with a substrate remaining rate of 99.9% or more after incubation for 2 hours. Since 
CLint, in vivo value of alprazolam was calculated to be 0.027 mL/min/kg assuming metabolic stability as 99.9%, PBPK modeling analyses was performed using this 
CLint, in vivo value. 







既存及び新規 bottom-up PBPK 法による静脈内投与後のヒト血漿中濃度推移の予測 
 従来型及び新規 bottom-up PBPK 法により予測されたモデル化合物の静脈内投与後のヒト
血漿中濃度推移を Fig. 1-3 に，血漿中濃度推移より得られた PK パラメータの実測値及び予
測値の相関プロットを Fig. 1-4 に，各化合物の PK パラメータの予測誤差を Fig. 1-5 に，予
測確度の統計解析結果を Table 1-2 にそれぞれ示す．新規 bottom-up PBPK 法により予測した
AUC0-∞，AUC0-t，CLtot，t1/2 及び Vssの AFE は，それぞれ 1.17，0.96，0.85，1.23 及び 0.96 であ
り (Table 1-2)，いずれのパラメータについても従来型 bottom-up PBPK 法と比較して 1 に近
い値を示した (AUC0-∞: 1.87，AUC0-t: 1.54，CLtot: 0.54，t1/2: 1.29，Vss: 0.67，Table 1-2)．また，
新規 bottom-up PBPK 法を基に算出した AUC0-∞，AUC0-t，CLtot，t1/2 及び Vssの AAFE は，そ
れぞれ 1.63，1.30，1.63，1.84 及び 1.59 であることから (Table 1-2)，新規 bottom-up PBPK 法
では，モデル化合物のヒト PK パラメータを実測と比較して平均 2 倍以内で予測可能である
ことが示された．一方で，従来型 bottom-up PBPK 法では，AUC0-∞，AUC0-t，CLtot，t1/2 及び
Vss の AAFE がそれぞれ 2.22，1.88，2.22，2.11 及び 2.10 を示した (Table 1-2)．新規 bottom-
up PBPK 法によって予測した各 PK パラメータの% within 1.5-及び 2-fold error (AUC0-∞: 75 - 
92%，AUC0-t: 92 - 100%，CLtot: 75 - 92%，t1/2: 58 - 67%，Vss: 50 - 75%) は，いずれも従来型
bottom-up PBPK 法の予測結果 (AUC0-∞: 25 - 50%，AUC0-t: 33 - 42%，CLtot: 25 - 50%，t1/2: 33 - 
67%，Vss: 33 - 42%) と比較して高値を示した (Table 1-2)．従って，新規 bottom-up PBPK 法
は，従来型 bottom-up PBPK 法と比較して，静脈内投与後のヒト血漿中濃度推移及び PK パ
ラメータを高い確度で予測できることが示唆された． 
 個々のモデル化合物についてヒト PK パラメータの予測確度を精査したところ，従来型及
び新規 bottom-up PBPK 法によって予測した meloxicam の CLtot は，実測値と比較して 1/10
以下の値を示し，これに伴い AUC0-∞及び t1/2 の予測値は，実測値と比較して 10 倍以上の値
を示した (Fig. 1-4, 1-5)．また，従来型及び新規bottom-up PBPK法によって予測したdiclofenac






Fig. 1-3. Predictions of plasma concentration-time profiles after intravenous dosing of 12 drugs 
to humans. 
Solid line, novel PBPK approach; Dashed line, conventional PBPK approach; open circle: observed 
data.  
Fig. 1-4. Correlation between the predicted and observed pharmacokinetic parameters of 12 
drugs. 
Closed circle, novel PBPK approach; Open circle, conventional PBPK approach; Dashed line: 2-fold 





Fig. 1-5. Fold errors for human PK parameters of 12 drugs. 
AL-binding compounds (alprazolam, diazepam, diclofenac, linezolid, meloxicam and sildenafil) and 
AGP-binding compounds (bisoprolol, haloperidol, nicardipine, quinidine, tamsulosin and tramadol) 
are listed in alphabetical order, respectively. Closed circle, novel PBPK approach; Open circle, 







Table 1-2. Statistics for the predicted human PK parameters using conventional and novel PBPK approaches. 
 
Parameters Methods MSE RMSE AFE AAFE 
Percentage within 
1.5-fold error 2-fold error 
AUC0-∞ 
Conventional PBPK 0.20 0.44 1.87 2.22 25.0 50.0 
Novel PBPK 0.12 0.35 1.17 1.63 75.0 91.7 
AUC0-t 
Conventional PBPK 0.11 0.33 1.54 1.88 33.3 41.7 
Novel PBPK 0.01 0.12 0.96 1.30 91.7 100 
CLtot 
Conventional PBPK 0.20 0.44 0.54 2.22 25.0 50.0 
Novel PBPK 0.12 0.35 0.85 1.63 75.0 91.7 
t1/2 
Conventional PBPK 0.19 0.44 1.29 2.11 33.3 66.7 
Novel PBPK 0.19 0.43 1.23 1.84 58.3 66.7 
Vss 
Conventional PBPK 0.14 0.37 0.67 2.10 33.3 41.7 







 従来型 bottom-up PBPK 法 (De Buck et al., 2007; Poulin, Kenny et al., 2012; Sayama et al., 2013, 
Horiuchi et al., 2018) では，肝臓での代謝消失速度の計算過程において，フリー理論を仮定
している．代謝消失速度は，血漿中濃度推移の消失相の傾きを決定する因子であるため，主
に CLtot や t1/2 の予測確度に影響を与える．従来型 bottom-up PBPK 法では，予測された CLtot
の AFE 及び AAFE がそれぞれ 0.54 及び 2.22 を示すことから，フリー理論に基づいた予測
手法によって得られる CLtot は，実測値と比較して 2 倍以上過小評価することが示された 
(Table 1-2)．また，t1/2の AFE 及び AAFE は，それぞれ 1.29 及び 2.11 を示すことから，t1/2 の
予測値は，実測値と比較して 2 倍以上過大評価することが示唆された (Table 1-2)．特に，
diazepam 及び sildenafil は，CLtot の fold error がそれぞれ 0.37 及び 0.35，t1/2 の fold error がそ
れぞれ 2.97 及び 2.35 と，検証化合物の平均値と比較して低い予測性を示した (Table 1-3)．
すなわち，フリー理論を基に肝代謝消失速度を計算した場合，アルブミン結合形化合物の中
には，予測された血漿中濃度推移の消失相が臨床試験結果と乖離し，緩やかな傾きを示す場
合があると考えられる．一方で，新規 bottom-up PBPK 法では，アルブミン結合形化合物の
肝代謝消失速度を算出するために，式 1-12 から式 1-20 で与えられた pH 分配仮説及びアル
ブミン媒介性の肝移行を適応した．この場合，得られた fuliver は，フリー理論を基にした値
と比較して高値を示すことから，新規 bottom-up PBPK 法により予測された血漿中濃度推移
は，従来型 bottom-up PBPK 法と比較して急峻な消失相を示すこととなる．新規 bottom-up 
PBPK 法を用いて diazepam 及び sildenafil の血漿中濃度推移を予測した場合，得られた CLtot
の fold error はそれぞれ 0.71 及び 1.48 と実測比 1.5 倍以内の予測確度を示し，各化合物の t1/2
の fold error もそれぞれ 1.08 及び 1.11 と実測値に近似する予測結果が得られた (Table 1-3)．
同様に，アルブミン結合形化合物である alprazolam, diclofenac 及び linezolid においても，新
規 bottom-up PBPK 法により予測された CLtotの fold error (alprazolam; 0.95，diclofenac; 0.52，
linezolid; 0.71) は，従来法の予測確度 (alprazolam; 2.66，diclofenac; 0.23，linezolid; 0.37) と
比較して改善する結果が得られた (Table 1-4)．以上より，アルブミン媒介性の肝移行及び pH
分配仮説を基にした新規 bottom-up PBPK 法では，フリー理論を基にした従来型 bottom-up 
PBPK 法と比較して，アルブミン結合形化合物の肝臓における代謝消失過程の予測性を改善




失速度の算出において，pH 分配仮説を適応した．その結果，AGP 結合形 6 化合物のうち，
bisoprolol，nicardipine，tamsulosin 及び tramadol の t1/2は，フリー理論を基にした従来型 bottom-
up PBPK 法と比較していずれも予測確度が改善した (Figure 1-4)．更に，新規 bottom-up PBPK
法は，CLtot 及び t1/2 の AAFE が 1.63 及び 1.84 であることから，CLtot及び t1/2を実測比平均 2
倍以内で予測可能であった (Table 1-2)．従って，pH 分配仮説を基にした新規 bottom-up PBPK
法では，フリー理論を基にした従来型 bottom-up PBPK 法と比較して，AGP 結合形化合物の
肝臓における代謝消失過程の予測性を改善できることが示された． 
 
Table 1-3. Fold errors for CLtot and t1/2 in diazepam and sildenafil. 
 Fold errors 
 Conventional PBPK Novel PBPK 
 CLtot t1/2 CLtot t1/2 
Diazepam 0.37 2.97 0.71 1.08 
Sildenafil 0.35 2.35 1.48 1.11 
The fold error is calculated by dividing the predicted value of each parameter by the observed value. 
 
Table 1-4. Fold errors for CLtot in alprazolam, diclofenac and linezolid. 






Alprazolam 2.66 0.95 
Diclofenac 0.23 0.52 
Linezolid 0.37 0.71 






従来型 bottom-up PBPK 法で用いられる Kptissue は，tissue composition-based equation (式 1-
9，式1-10) のみを基に算出される．この場合，12のモデル化合物のうち，7化合物 (haloperidol, 
linezolid, tamsulosin, tramadol, nicardipine, bisoprolol 及び alprazolam) で予測された Vssが実測
比 2 倍以上の乖離を示し (Fig. 1-5)，既報と同等の予測確度 [% within 2-fold error: 32% (De 
Buck et al., 2007)，43% (Berry et al., 2011)，53% (Berry et al., 2010) 及び 60% (Sayama et al., 
2010)] であることから，tissue composition-based equation によって算出された Kptissue の理論
値は，既報と同様，実測値と乖離する傾向にあった．一方で新規 bottom-up PBPK 法では，
ラットを用いて Kptissue の理論値と実測値の乖離度を算出後，ラットとヒトの組織分布に関
する相関関係を基にヒト Kptissueを得ることとした (Fig. 1-1)．この結果，新規 bottom-up PBPK
法では，従来型 bottom-up PBPK 法と比較して，haloperidol，linezolid，tamsulosin，tramadol，
nicardipine，bisoprolol 及び alprazolam の Vssを高い確度で予測可能となった (Fig. 1-5)．また，
新規 bottom-up PBPK 法では，予測された Vssの AAFE，% within 1.5-及び 2-fold error がそれ
ぞれ 1.59，50%及び 75%と，従来型 bottom-up PBPK 法で得られた統計値 (AAFE：2.10，% 
within 1.5-fold error: 33.3%，% within 2-fold error: 41.7%) と比較して予測確度が向上した 
(Table 1-2)．従来法及び新規 bottom-up PBPK 法により予測されたヒト Vssの AFE は，それぞ
れ 0.67 及び 0.96 を示すことから (Table 1-2)，従来法では，新規予測法と比較してヒト Vss
を過小評価する傾向にあった．各予測法 (Fig. 1-1) を基に予測されたモデル化合物のヒト
Kptissue の相関プロットを Fig. 1-6 に示す．その結果，ラット体内動態試験より得られた Vss, 
ratを補正係数として用いる新規Kptissueの予測方法では，adiposeを除く 6つの組織において，
従来法よりも高値を示す傾向にあり，従来法により予測された Kptissue と比較して 3 倍以上
の高値を示す割合は全体の 42.9%であった．従って，新規 bottom-up PBPK 法においてヒト








Fig. 1-6. Correlation of Kptissue predicted by conventional (Eqs. 1-9 to 1-11) and novel methods 
(Eqs. 1-9 to 1-11 and 1-21 to 1-23). 
Solid line, unity; Dashed line, 3-fold errors between conventional and novel methods. 
 
12 のモデル化合物について，新規 bottom-up PBPK 法を用いて静脈内投与後のヒト血漿中
濃度推移を予測した場合，得られる AUC0-t の AAFE 及び% within 1.5-及び 2-fold error は，
それぞれ 1.30，91.7%及び 100%であり，全てのモデル化合物が実測比 2 倍以内の予測確度
を示した (Table 1-2)．これは，従来型 bottom-up PBPK 法によって予測された AUC0-t の予測
確度 (AAFE: 1.88，% within 1.5-fold error: 33.3%，% within 2-fold error: 41.7%，Table 1-2) よ
りも高い予測確度であった．従って，新規 bottom-up PBPK 法では，AUC0-t を含む全ての PK
パラメータの予測確度が従来型 bottom-up PBPK 法と比較して改善しており，かつ全ての PK
パラメータは実測と比較して 2 倍以内の予測確度を示したことが明らかとなった．以上の
検討結果より，PBPK モデルの肝コンパートメントにおける代謝消失速度の算出方法及び各





一方で，本章で検討した 2 種類の bottom-up PBPK 法では，meloxicam の PK パラメータ
(CLtot，AUC0-∞及び t1/2; Fig. 1-4, 1-5, Table 1-5) 及び diclofenac の投与 6 時間後の血漿中濃度
の予測値 (Fig. 1-4, 1-5, Table 1-6) が，実測値と比較して 10 倍以上乖離した値を示した．静
脈内投与後のヒト血漿中濃度推移 (Schmid et al., 1995) を基に meloxicam の CLUint, in vivo を
well-stirred モデルで計算した場合，30.7 mL/min/kg を示す．この数値は，ヒト肝細胞代謝安
定性試験より得られた CLUint, in vivo (1.7 mL/min/kg) と比較して 10 倍以上高値を示したことか
ら，meloxicam の CLtot，AUC0-∞及び t1/2 の予測誤差は，固有クリアランスの in vitro 評価系に
起因すると考えられた．高い代謝安定性を示す薬物の肝固有クリアランスを算出するため
の評価系として，HepatoPac®がある (Chan et al., 2013)．HepatoPac®は，マウス線維芽細胞と
ヒト肝細胞の共培養により肝代謝酵素の活性を維持でき，代謝反応を長時間モニタリング
することが可能な評価系である．しかし，Hutzler らの研究 (Hutzler et al., 2015) では，
HepatoPac®による meloxicam の肝細胞代謝安定性評価の結果から得た CLUint, in vivo は 4.6 
mL/min/kg であり，本研究で得た評価結果と同様，in vivo 試験を基に算出した CLUint, in vivo と
比較して過小評価した．従って，現在，創薬で活用されている代謝評価系では，高い代謝安
定性を示す化合物の CLtotを過小評価する可能性がある．また，diclofenac は，ヒト肝細胞に
発現する CYP1A，2C 及び 3A 分子種によって代謝を受けることが報告されており (Smith, 
2012)，diclofenac の CLint, in vivo (152 mL/min/kg, Table 1-1) は，肝血流速度 (21 mL/min/kg) を
上回る値を示す．この CLint, in vivo は，ヒト肝ミクロソームを酵素源として diclofenac 水酸化
反応の速度論解析より得た報告値 [315 mL/min/kg = 453 μL/min/mg protein × 29 mg protein/g 
liver × 24 g liver/kg body weight; Tang et al., 2000] と 2.1 倍の乖離であったことから，肝代謝
固有クリアランスは，血漿中濃度推移の予測誤差の主要な要因ではないと考えられた．近年，
diclofenac は，organic anion-transporting peptide (OATP) 1B3 (Kindla et al., 2011) 及び organic 




PBPK モデルを提唱している (Watanabe et al., 2009)．しかし，肝細胞を用いた取り込み試験
を基に算出された肝取り込みクリアランスは，in vivo 試験から得られる値と乖離するため 







Table 1-5. Fold errors for CLtot, AUC0-∞ and t1/2 in meloxicam. 
 Fold errors 
Conventional PBPK Novel PBPK 
CLtot AUC0-∞ t1/2 CLtot AUC0-∞ t1/2 
Meloxicam 0.10 10.5 13.7 0.08 12.4 20.0 
The fold error is calculated by dividing the predicted value of each parameter by the observed value. 
 
Table 1-6. Fold errors for plasma concentration in 6 hours after intravenous administration in 
diclofenac. 
 Fold errors of C6ha 
Conventional PBPK Novel PBPK 
Diclofenac 19.7 16.7 
The fold error is calculated by dividing the predicted value of each parameter by the observed value. 
aC6h: plasma concentration in 6 hours after intravenous administration 
 
P-gp の基質である nicardipine (Kimura et al., 2007) や quinidine (Fromm et al., 1999) の血漿
中濃度推移を新規 bottom-up PBPK 法により予測した結果，得られた PK パラメータ (AUC0-
∞，CLtot，t1/2，Vss及び AUC0-t) は実測値と比較して 2 倍以内 (Fig. 1-5) であった．P-gp は，
主に消化管の刷子縁膜側，肝臓の毛細胆管膜，脳血液関門の血管内皮細胞及び腎臓の近位尿
細管の頂端側膜に発現するトランスポーターであり，生体異物の体外への排泄や重要な器
官を異物から保護する役割を担う(Staud et al., 2010)．Doran らは，野生型マウスと P-gp ノッ
クアウトマウスに quinidine を皮下投与し AUC を比較した結果，野生マウスと P-gp ノック
アウトマウスの AUC 比は 1.1 であり，P-gp の基質においても血漿中濃度推移に対する P-gp
の寄与は極めて軽微であったことを報告している (Doran et al., 2005)．本研究においても，








2 例の値を平均し，PBPK モデル (式 1-1 - 式 1-6) に入力している．そこで，これらの in 
vitro 評価より得た平均値に対するデータのばらつきがヒトの PK パラメータの解析結果へ
与える影響を精査した．まず，fup (1956 例) 及びヒト肝細胞代謝安定性 (976 例) について，
それぞれ同一平均値を示す複数化合物の試験結果を抽出し，各平均値を構成する個別値を
基に標準偏差を算出後，95%信頼区間 (μ) を得た (社内化合物を用いた未公表データ)．続
いて，fup またはヒト肝細胞代謝安定性と μ の実数プロットに対して非線形最小二乗法 
(XLfit software, ID Business Solution) により近似曲線を得たところ，R2がそれぞれ 0.9983 及
び 0.9992 と良好な相関性を示す回帰モデルが得られた (社内化合物を用いた未公表データ) 
ことから，実験値の差異を回帰モデルに基づき評価した． 
モデル化合物 (Table 1-1) のうち，fupの最大値を示す tramadol (fup = 91%) 及び最小値を
示す nicardipine (fup = 0.30%) について，回帰モデルを基に各化合物の fupの μ を算出したと
ころ，tramadol は 84% ≤ μ ≤ 97%，nicardipine では 0.20% ≤ μ ≤ 0.41%となった．fup は，肝臓
コンパートメント (式 1-6) 及び組織移行性 (式 1-9 – 式 1-11，式 1-21 – 式 1-23) の構成要
素であることから，fupの実験誤差は，主に CLtot，Vss 及び t1/2 に対して影響を及ぼすと考え
られる．そこで，新規 bottom-up PBPK 法を基に，tramadol 及び nicardipine の CLtot，Vss 及び
t1/2 の予測結果に対する μ の影響度を算出した．その結果，fup の実験誤差により，tramadol
の CLtot，Vss 及び t1/2 の予測値は，それぞれ±1.7%，±5.7%及び±5.5%，nicardipine の CLtot，Vss
及び t1/2 の予測値は，それぞれ±8.8%，±23%，±20%変動した (Table 1-7)．従って，極めて高
いタンパク結合率を示す化合物では，fup の実験誤差に起因し，Vss 及び t1/2 の予測において
最大で 20%程度の予測誤差が生じる可能性が示唆されたが，PBPK モデルにおいて 30%未
満の予測誤差は許容とする報告 (Sager et al., 2015) に基づく場合，ヒト PK 予測の信頼性を
欠く予測誤差には繋がらないと考えられる． 
続いて，検証化合物群のうち CLint, in vitro の最大値を示す nicardipine (208 mL/min/kg) 及び
最小値を示す meloxicam (1.7 mL/min/kg) について，回帰モデルを基に各化合物の CLint, in vitro




1.4 mL/min/kg ≤ μ ≤ 2.0 mL/min/kg となった．CLint, in vitro は，velim (式 1-7) の構成要素であるこ
とから，CLint, in vitro の測定値の差異は，主に CLtot に対して影響を及ぼすと考えられる．そこ
で，CLint, in vitro の実験誤差に基づく CLtot の予測誤差を算出したところ，nicardipine では，




Table 1-7. Prediction errors of PK parameters based on the 95% confidence interval of fup in 
tramadol and nicardipine. 
 Prediction errors 
 CLtot Vss t1/2 
Tramadol ±1.7% ±5.7% ±5.5% 
nicardipine ±8.8% ±23% ±20% 
 
Table 1-8. Prediction errors of PK parameters based on the 95% confidence interval of CLint, in 
vitro in nicardipine and meloxicam. 





第一章では，新規 bottom-up PBPK 法の予測確度と予測適応範囲を検討することを目的と
して，CLint, in vivo が 0.027 mL/min/kg (alprazolam) - 208 mL/min/kg (nicardipine)，fup が 0.0030 
(nicardipine) - 0.91 (tramadol) と幅広い体内動態特性を示すモデル化合物について，静脈内投








試験より得られる Vss, rat 及びラットとヒトにおける Vtissue/futissue の相関関係を活用した．そ
の結果，新規 bottom-up PBPK 法は，fupが高値を示す化合物において Vss及び t1/2 の予測誤差
が約 20%生じる場合があるが，P-gp の基質を含む代謝消失型化合物について，静脈内投与
後のヒト血漿中濃度推移を従来型 bottom-up PBPK 法よりも高い予測性を示し，PK パラメ












タを予測後，得られた予測確度を従来法及び IQ PBPK working group が提唱する評価基準と
比較することで，hiPSC-IECs を用いた膜透過性評価より得た ka, app を新規 bottom-up PBPK
法に組み込む意義について論じた． 
hiPSC-IECs は，Akazawa らの方法 (Akazawa et al., 2018) に従い iPSCs から分化後，
rifampicin 及び VD3 を処置することで，CYP3A4 及び P-gp mRNA の誘導を試みた．続いて，
上述する 2 種の誘導剤を処置した hiPSC-IECs を用いて，CYP3A4 及び P-gp の基質を含む 14
のモデル化合物の膜透過性を評価し，得られた Peを臨床試験より得られた Fa × Fg と比較す
ることで in vivo 消化管吸収性の予測における hiPSC-IECs の有用性を検討した． 
hiPSC-IECs の膜透過試験を基に，PBPK モデルの消化管コンパートメントへの入力パラメ
ータである ka, app を算出するために，臨床試験結果が報告されている 27 のモデル化合物に
ついて，Fa × Fgと臨床試験より得た ka, in vivo の相関関係を解析した．更に，CYP3A4 及び P-
gp 基質を含む 10 のモデル化合物について，hiPSC-IECs の膜透過性評価より得た Pe から ka, 
app を算出後，得られた ka, app を PBPK モデルの消化管コンパートメントに入力し，経口投与





2-1. 実験材料及び hiPSC-IECs を活用したヒト消化管透過性の評価方法 
 
実験材料 
hiPSCs (TkDA3-4) は，大津 真氏 (東京大学医科学研究所) より提供頂いた．ヒト成人小
腸細胞由来の pooled total RNAs (5 ドナー，20 - 61 歳) は，Clontech (Palo Alto) より購入し





3 つのグループに分類される計 38 化合物を使用した．Group 1 (n = 14) は，小腸において
代謝及び能動輸送の影響を受ける化合物群であり，hiPSC-IECs を用いた膜透過性評価より
得た Pe (cm/s) と in vivo 試験より得られた Fa × Fgの相関性を評価するために用いた．Group 
2 (n = 27) は，Fa × Fgと ka, in vivo の相関性を評価するために用いた．ka, in vivo の値を算出するた
めに，Group 2 の化合物は以下の 4 つの観点から選抜した．1) 絶食下での臨床成績が報告さ
れている，または食事摂取の影響がない化合物，2) 臨床試験の被験者数が 6 名以上， 3) 消
化管吸収が溶解速度律速ではなく膜透過律速となる化合物， 4) ka, in vivoの標準偏差を ka, in vivo
の平均値で除した値 (変動係数: 0.5 以上で優位な個体差があると判定) が 0.5 未満の値を取
る化合物．Clocacillin (ka, in vivo = 2.95 ± 2.17, Spino et al., 1984), digoxin (ka, in vivo = 0.89 ± 0.75, 
Kobayashi et al., 2005), midazolam (ka, in vivo = 1.61 ± 1.01, Chen et al., 2006) 及び prednisolone (ka, 
in vivo = 5.62 ± 5.78, Magee et al., 2001) などの ka, in vivoに大きな個人差が認められる化合物は，
Group 2 に含まない． 
Group 3 (n = 10) は，経口投与後のヒト血漿中濃度推移の予測に用いた化合物群であり，
CYP, glucuronosyltransferase 及び reductase などの多様な代謝様式を示す代謝消失型化合物を
選抜した．Group 3 には，P-gp 基質 (amitriptyline，bisoprolol，domperidone，nicardipine，quinidine
及び sildenafil) 及び小腸で代謝を受ける医薬品 (amitriptyline，domperidone，nicardipine，
quinidine，sildenafil，tamsulosin 及び tramadol) が含まれる．Group 1 から Group 3 に含まれ





経口投与後のヒト PK プロファイルの予測に用いたデータ 
ヒト PK プロファイルの予測には，fub，fuinc，pKa，logP，CLint，RBP，Vss, rat 及び ka, appを
使用した．ka, app を除く各種パラメータは，第一章に記載した方法に準じて評価した．モデ
ル化合物の各種パラメータは，Table 2-1B に示した． 
 
Transwell における hiPSC-IECs の単層培養 
hiPSCs から hiPSC-IECs への分化及び hiPSC-IECs の単層培養は，共同研究者が報告した
方法 (Akazawa et al., 2018) に従った．hiPSC-IECs は，0.5 mg/mL の laminin 511-E8 (iMatrix-
511; Nippi) でコーティングされた 96-well Transwell (ポアサイズ: 1 μm; Corning Inc) の多孔
質ポリエステル膜に 3.0 × 105 cell/cm2 の密度で播種した．hiPSC-IECs は，10 μM Y-27632 
(Wako) 含有 intestinal epithelial cell (IEC) maintenance medium (Thermo Fisher Scientific)で 3 日
間培養後，Y-27632 非含有 IEC maintenance medium に培地交換し，2 日または 3 日毎に培地
を交換して 18 日間培養した．培養 18 日目に，培地を 10 μM rifampicin (Sigma-Aldrich) 及び
10 nM VD3 (Toronto Research Chemicals) 含有 IEC maintenance medium に交換した．続いて，
培養 21 日目に 10 μM rifampicin 及び 10 nM VD3含有 IEC maintenance medium を wash out 後，
得られた hiPSC-IECs に対し薬物代謝酵素及びトランスポーターの mRNA 発現量解析及び
膜透過性試験を実施した． 
 
薬物代謝酵素及びトランスポーターの mRNA 発現量解析 
 hiPSC-IECs に発現する薬物代謝酵素  [CYP3A4, carboxylesterase 2 (CES2), UDP-
glucuronosyltransferase 1A1 (UGT1A1)]及びトランスポーター [P-gp, breast cancer resistance 
protein (BCRP), peptide transporter 1 (PEPT1)] の mRNA 量は，既報 (Akazawa et al., 2018) に







Table 2-1A. Summary of permeability in hiPSC-IEC monolayers and human in vivo parameters in Group 1 and Group 2 drugs. 
 
Groups for creating 
calibration curves 
Generic Name 
Pea Fa × Fgb ka, in vivob 
Reference 
(x 10-6 cm/s)  (1/hr) 
Group 1 Acetaminophen 14.0 1 4.8c Varma et al., 2010, Renner et al., 2007, Wright et al., 1983 
Group 1 Antipyrine 24.1 1 - Varma et al., 2010 
Group 1 Atenolol 1.06 0.5 0.50c Varma et al., 2010, Wójcicki et al., 2003 
Group 1 Digoxin 1.4 0.7 - Varma et al., 2010, Edwards et al., 2017 
Group 1 Doxorubicin 0.0111 0.12 - Varma et al., 2010 
Group 1 Famotidine 1.15 0.38 - Zhao et al., 2001 
Group 1 Furosemide 0.819 0.52 0.8 Varma et al., 2010, Klausner et al., 2003 
Group 1 Hydrochlorothiazide 1.23 0.6 - Akabane et al., 2010 
Group 1 Lisinopril 0.554 0.25 0.40c Varma et al., 2010, Sáenz-Campos et al., 1996 
Group 1 Pravastatin 0.823 0.27 - Varma et al., 2010 
Group 1 Propranolol 3.22 0.78 - Akabane et al., 2010 
Group 1 Ranitidine 1.29 0.65 0.70c Varma et al., 2010, van Hecken et al., 1982 
Group 1 Saquinavir 0.127 0.15 - Varma et al., 2010 
Group 1 Sulpiride 0.879 0.27 - Varma et al., 2010 
Group 2 Acetaminophen 14.0 1 4.8c Varma et al., 2010, Renner et al., 2007, Wright et al., 1983 
Group 2 Alprazolam - 0.9 1.9c Varma et al., 2010, D'Souza et al., 2001 
Group 2 Amitriptyline - 0.65 1.1c Varma et al., 2010, Nam et al., 2015 





Table 2-1A. Continued. 
 
Groups for creating 
calibration curves 
Generic Name 
Pea Fa × Fgb ka, in vivob 
Reference 
(x 10-6 cm/s)  (1/hr) 
Group 2 Bisoprolol - 0.91 1.0c Varma et al., 2010, Li et al., 2012 
Group 2 Chloroquine - 0.87 1.8 Varma et al., 2010, Obua et al., 2006 
Group 2 Cimetidine - 0.69 0.60c Varma et al., 2010, Vaithianathan et al., 2016 
Group 2 Diltiazem - 0.45 0.60c Varma et al., 2010, Shum et al., 1996 
Group 2 Doxycycline - 0.94 1.7 Varma et al., 2010, Saivin et al., 1988 
Group 2 Furosemide 0.819 0.52 0.8 Varma et al., 2010, Klausner et al., 2003 
Group 2 Ketorolac - 1 4.9 Varma et al., 2010, Mandema et al., 1996 
Group 2 Levofloxacin - 1 4.8 Varma et al., 2010, Alsultan et al., 2015 
Group 2 Lisinopril 0.554 0.25 0.40c Varma et al., 2010, Sáenz-Campos et al., 1996 
Group 2 Metformin - 0.52 0.80c Varma et al., 2010, Homsek et al., 2010 
Group 2 Methotrexate - 0.71 1.5 Varma et al., 2010, Wang et al., 2017 
Group 2 Metoprolol - 0.82 0.85 Varma et al., 2010, Sirisuth et al., 2000 
Group 2 Metronidazole - 1 2.4 Varma et al., 2010, Lau et al., 1992 
Group 2 Nicardipine - 0.2 0.30c Varma et al., 2010, Yamashita et al., 2015 
Group 2 Quinidine - 0.88 1.4c Varma et al., 2010, Li et al., 2002 
Group 2 Ranitidine 1.29 0.65 0.70c Varma et al., 2010, van Hecken et al., 1982 
Group 2 Rosiglitazone - 1 3.1c Varma et al., 2010, Kumar et al., 2008 





Group 1 and Group 2 compounds are listed in alphabetical order, respectively. 
aThe transcellular transport study using hiPSC-IECs was performed in duplicate. 
bHuman Fa × Fg and ka, in vivo values were taken from the following references. 
cTo determine ka, in vivo, kel and Tmax were estimated from human PK profiles after intravenous or oral administration. Next, using the following equation as 






When estimating human ka, app value of group 3 (alprazolam, amitriptyline, bisoprolol, nicardipine, quinidine sildenafil tamsulosin, tramadol) drugs from the 





Table 2-1B. Summary of preclinical parameters for the Group 3 drugs. 
 













(1/hr)   (L/kg) 
Alprazolam Neutral AL 2.5 0.41 0.027c 0.79 13.2 1.8  0.34 1.8 CYP3A4, CYP3A5 No 
Amitriptyline Base AGP 4.9 0.090 2.8 0.36 2.00 0.9  0.034 12 
CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4, 
Glucuronosyltransferase 
Yes 
Bisoprolol Base AGP 2.1 1.0 2.0 1.00 1.71 0.8  0.75 3.5 CYP2D6, CYP3A4 Yes 
Domperidone Base AGP 4.5 0.081 29 0.44 0.298 0.3  0.031 3.9 
CYP1A2, CYP2D6, CYP2B6, 
CYP2C9, CYP3A4 
Yes 
Meloxicam Acid AL 3.4 0.0049 1.7 1.00 19.6 1.8  0.018 0.16 CYP2C9, CYP3A4 No 
Nicardipine Base AGP 5.1 0.0042 208 0.04 0.745 0.4  0.0068 3.6 CYP3A4, reductase Yes 
Quinidine Base AGP 3.4 0.21 13 0.63 1.26 0.5  0.23 5.8 CYP2E1, CYP2C9, CYP3A4 Yes 
Sildenafil Neutral AL 2.8 0.049 49 0.68 3.60 1.5  0.078 1.9 CYP2C9, CYP3A4 Yes 
Tamsulosin Base AGP 2.2 0.017 18 1.00 0.754 0.4  0.16 1.9 CYP2D6, CYP3A4 No 
Tramadol Base AGP 2.5 1.0 8.8 1.00 3.06 1.4  1.0 3.1 CYP2B6, CYP2D6, CYP3A4 No 
AL, albumin; AGP, α1-acid glycoprotein 






aDrugs showing pKa (acid) < 7.0 are defined as acidic drugs, and drugs showing pKa (base) >7.0 are defined as basic drugs. 
bAcidic (pKa (acid) < 7.0) and neutral drugs was defined as albumin binding type, and basic drugs (pKa (base) > 7.0) was defined as AGP binding type 
(Booker et al., 1996; Kragh-Hansen et al., 2002; Ghuman et al., 2005). 
cAlprazolam was very stable in metabolic study using human hepatocytes with a substrate remaining rate of 99.9% or more after incubation for 2 hours. Since 
CLint, in vivo value of these drugs was calculated to be 0.027 mL/min/kg assuming metabolic stability as 99.9%, PBPK modeling analyses were performed using 
this CLint, in vivo value. 






 Group 1 及び Group 3 のモデル化合物 (lisinopril: 10 μM，その他モデル化合物: 2 μM) を
Transwell の apical 側へ添加した．いずれのモデル化合物においても P-gp の輸送能の飽和を
回避するために，apical 側への化合物添加濃度は，P-gp の Km 値と比較して十分低い濃度と
した．Transwell に化合物を添加後，37℃，150 分間インキュベートし，apical 側及び receiver







    (2-1) 
dQ/dt は，hiPSC-IECs 単層膜の透過率であり，インキュベート時間に対する receiver 側の累
積透過量の傾きによって定義される値である．A は単層膜の表面積 (0.33 cm2) であり，C0
は apical 側に添加した化合物の初期濃度である． 
 
見かけの吸収速度定数 (ka,app) 
 Group 1 の膜透過性評価より得た Peと Table 2-1A に示す文献より得た Fa × Fg の回帰曲線
及び回帰式は，統計解析ソフトウェア (XLfit software, ID Business Solution) により非線形最
小二乗法を用いて算出した．得られた回帰式と Group 3 の膜透過性評価より得た Peを基に，
Group 3 の Fa × Fgを算出した．続いて，Group 2 について，Table 2-1A に示す文献または既
報のデコンボリューション法 (Gertz et al., 2011) を基に ka, in vivo を算出した．得られた Group 
2 の ka, in vivo と Table 2-1A に示す Fa × Fgから，非線形最小二乗法 (XLfit software) を用いて
回帰曲線及び回帰式を算出した．得られた回帰式は，χ 二乗適合性検定を基に，χ2 値を有意
水準 0.05 の値 (χ20.05) と比較することで，近似曲線として妥当であることを確認した．最後












腎臓，筋肉及び皮膚の物質収支式は，第一章の式 1-1 から式 1-6 で表される． 
 












パートメント及び 1 つの大腸内腔コンパートメントで構成される compartmental absorption 
and transit (CAT) モデルを適応した (Yu et al., 1999)．胃内腔コンパートメントの物質収支式
は，式 2-2 で表される． 
dAstomach
dt
= −GER × Astomach   (2-2) 
Astomach 及び GER は，胃内の化合物量及び胃内容物排出速度を示す．胃内腔コンパートメン
トから続く小腸内腔の第 1 コンパートメントの物質収支式は，式 2-3 で表される． 
dAintestine,1
dt
= GER × Astomach − ka,app × Aintestine,1 − kt × Aintestine,1 (2-3) 
kt は，小腸内腔における化合物の移動速度を示し，下付き文字の 1 は，小腸の第 1 コンパ
ートメントであることを表す．絶食条件において，ktは 0.0853 (1/min) である (Rowland, 
2013)．小腸内腔側の第 2 から第 7 コンパートメントの物質収支式は，式 2-4 で表される． 
dAintestine,i
dt
= kt × Aintestine,i−1 − ka,app × Aintestine,i − kt × Aintestine,i (2-4) 






= Qintestine × �Cartrey −
Cintestine×RBP
Kp,intestine
















PK パラメータの予測確度は，第一章の式 1-24 から式 1-26 で表される RMSE，AFE，AAFE







hiPSC-IECs における薬物代謝酵素及びトランスポーターの mRNA 発現量 
Rifampicin または VD3 を培地中に添加した hiPSC-IECs の CYP3A4 mRNA 発現量は，誘導
剤非添加の条件と比較して，それぞれ 56 倍または 121 倍の値を示した (Fig. 2-2A)．両誘導
剤を添加した hiPSC-IECs における CYP3A4 mRNA 発現量は，Caco-2 細胞と比較して 373 倍
の値を示した (Fig. 2-2B)．また，hiPSC-IECs の CYP3A4，CES2，UGT1A1，P-gp，BCRP，
および PEPT1 の遺伝子発現レベルは，ヒト成人小腸と比較して，それぞれ 1/22，1/40，1/3.8，
1/3.5，1/17 及び 1/7.2 の値を示した (Fig. 2-2B)． 
 
Fig. 2-2. Relative gene expression level in hiPSC-IECs. 
A) Control; hiPSC-IECs without rifampicin and VD3, +Rifampicin; hiPSC-IECs treated with 10 μM 
rifampicin, +VD3; hiPSC-IECs treated with 10 nM VD3. 
B) Gene expression level of metabolic enzymes and transporters that were normalized by the 
expression level of glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH). The gene expression level 
of human adult intestine, Caco-2 and hiPSCs were referred from our previous literature (Akazawa et 
al., 2018). White bar; human adult intestine, dotted bar; Caco-2 cells, gray bar; hiPSCs, black bar; 




hiPSC-IECs の膜透過性評価より得た Peとヒト Fa × Fg の相関関係及びヒト Fa × Fg と ka, in vivo
の相関関係 
 Group 1 のモデル化合物について，hiPSC-IECs の膜透過性を評価後，得られた Pe 及び既報 
(Zhao et al., 2001; Akabane et al., 2010; Varma et al., 2010) より得たヒト Fa × Fg の値との相関関
係を Fig. 2-3A に，Group 2 のモデル化合物におけるヒト Fa × Fg と ka, in vivoの相関性を Fig. 2-
3B に示す．Group 1 の Peとヒト Fa × Fgの値は，R2が 0.8934 と良好な相関関係を示した (Fig. 
2-3A)．また，Group 2 のヒト Fa × Fgと ka, in vivoの値は，R2が 0.8488 と良好な相関関係を示し
た (Fig. 2-3B)．Group 1 のモデル化合物について，Caco-2 を用いた膜透過性試験 (Cruciani et 
al., 2000, Li et al., 2007, Gertz et al., 2010, Takenaka et al., 2016) より得た Pe は，ヒト Fa × Fg の
値と R2が 0.6973 の相関性を示した (Fig. 2-3C)． 
 
Fig. 2-3. The correlation of Pe, human Fa × Fg and human ka, in vivo. 
A) Standard curve for estimating human Fa × Fg from Pe in hiPSC-IECs. The sigmoidal curve 




, A = e
−10.09−Pe








− 3.77 C) Correlation of Caco-2 permeability and human Fa × Fg. The curve was 










 Group 3 について，Table 2-1B に示すパラメータを PBPK モデル (Fig. 2-1) に入力し，連
立微分方程式を解くことで経口投与後のヒト血漿中濃度推移を得た (Fig. 2-4)．経口投与後
の血漿中濃度推移から算出したPKパラメータの実測値及び予測値の相関関係をFig. 2-5に，
新規 bottom-up PBPK 法により得られた PK パラメータの予測性及び米国製薬協による従来
型 bottom-up PBPK 法の検証結果 (Poulin et al., 2011) を Table 2-2 にそれぞれ示す． 
 新規 bottom-up PBPK 法で予測された Cmax，AUC0-t 及び BA の RMSE は，それぞれ 0.19，
0.23 及び 0.19 を示し，従来型 bottom-up PBPK 法で得た Cmax，AUC0-t 及び BA の RMSE (Cmax: 
0.66，AUC0-t: 0.68，BA: 0.56) と比較して低値を示した．新規 bottom-up PBPK 法によって予
測された domperidone の BA は，実測値と比較して 2.6 倍の値を示し，amitriptyline 及び
sildenafil の血漿中濃度推移より得た AUC0-t の予測値は，実測値と比較してそれぞれ約 3.2 倍
及び 1/2.4 の値を示した．感度分析により sildenafil の fuliver を 0.1 と設定した場合，血漿中
濃度推移は良好な予測性を示し，AUC0-t の予測値は，実測と比較して 1.2 倍の値を示した 
(Fig. 2-6)．Group 3 の全ての化合物群において，新規 bottom-up PBPK 法によって予測された
Cmax，AUC0-t 及び BA の AAFE は，それぞれ 1.47，1.52 及び 1.39) であり，平均 2 倍以内の
値であった．この AAFE は，従来法より得た AAFE (Cmax:3.58，AUC0-t: 3.90，BA: 2.85) と比
較して低値を示した．また，新規 bottom-up PBPK 法で得た Cmax，AUC0-t 及び BA の% within 
2-fold error 及び 3-fold error (Cmax: 90 - 100%，AUC0-t: 80 - 90%，BA: 80 - 100%) は，従来法に
より予測した Cmax，AUC0-t 及び BA (Cmax: 31 - 54%，AUC0-t: 23 - 39%，BA: 46 - 62%) 比較し
て高値を示した．従って，hiPSC-IECs の膜透過性評価結果より算出した ka, app を入力した新
規 bottom-up PBPK 法により，経口投与後のヒト血漿中濃度推移を予測した場合，PK パラメ








Fig. 2-4. Predictions of plasma concentration-time profiles after oral dosing of Group 3 drugs to 
humans. 





Fig. 2-5. Correlation between predicted and observed human PK parameters of Group 3 drugs. 
Dashed line and Solid lines represent 2-fold and 3-fold errors between predicted and observed 
parameters, respectively. 
1; Alprazolam, 2; Amitriptyline, 3; Bisoprolol, 4; Domperidone, 5; Meloxicam, 6; Nicardipine, 7; 








Table 2-2. Statistical analysis for human PK parameters. 
Parameters PBPK approaches n RMSE AFE AAFE 
Percentage within 
1.5-fold 2-fold 3-fold 
Cmax 
This study 10 0.19 0.89 1.47 50.0 90.0 100.0 
PhRMAa 13 0.66 0.36 3.58 NA 30.8 53.8 
Tmax 
This study 10 0.33 1.28 1.84 40.0 80.0 80.0 
PhRMAa NA 
AUC0-t 
This study 10 0.23 0.99 1.52 70.0 80.0 90.0 
PhRMAa 13 0.68 0.38 3.90 NA 23.1 38.5 
BA 
This study 10 0.19 1.09 1.39 60.0 80.0 100 
PhRMAa 13 0.56 0.78 2.85 NA 46.2 61.5 
NA, not available 
aThe statistical data based on the conventional PBPK model was taken from the literature (Poulin et al., 2011). 
The literature represents the statistical data divided into 2 drug classes (BCS 1 and BCS 2). 





Fig. 2-6. Predicted plasma concentration-time profiles after oral dosing of sildenafil to humans. 
 
Open circle; Observed data, solid line; predicted PK profile using fuliver of 0.30, Dashed line; predicted 
PK profile using fuliver of 0.10. In this study, the main bind protein of sildenafil was assumed to albumin, 
and the value of fuliver was calculated to be 0.30 as the fuliver was determined by the albumin-mediated 
hepatic uptake. When the main bind protein of sildenafil was assumed to AGP, fuliver is calculated to 
be 0.017 as the value of fuliver was determined by the pH partition hypothesis. Since it has been 
experimentally shown that sildenafil binds to both AGP and AL, the actual fuliver is considered to be 








 化合物の消化管吸収性を予測するために，多くの研究者が hiPSC-IECs の分化方法を報告
している (Finkbeiner et al., 2012; Ogaki et al., 2013; Iwao et al., 2015; Uchida et al., 2017)．しか
し，in vivo の消化管吸収吸収性を再現できる hiPSC-IECs を用いた評価系は存在しない．こ
れら 2 種のタンパク質は，いずれも化合物の消化管透過性に対して重要な役割を果たす 
(Kacevska et al., 2008) ことから，既報の hiPCS-IECs では，CYP3A4 及び P-gp の寄与を定量
的に評価することが困難であり，小腸上皮細胞における初回通過効果を精緻に求めること
が困難であると考えらえる．そこで，著者は，hiPSC-IECs における CYP3A4 及び P-gp mRNA
の発現量を向上させるための手法として，hiPSC-IECs の培養時に CYP3A4 及び P-gp の誘導
剤である rifampicin 及び VD3を添加し，誘導剤を処置した hiPSC-IECs の有用性を検討した．
その結果，rifampicin または VD3 を処置することにより，hiPSC-IECs における CYP3A4 の
mRNA 量は，非処置群と比較して 56 - 121 倍の値を示し (Fig. 2-2A)，rifampicin 及び VD3を
処置した hiPSC-IECs における CYP3A4 mRNA 発現量は，Caco-2 と比較して 373 倍の値を示
した (Fig. 2-2B) ことから，hiPSC-IECs は CYP3A4 基質の小腸代謝を過小評価する Caco-2
細胞 (Prueksaritanont et al., 1996) と比較して，消化管透過性の予測確度の改善が期待された．
更に，CYP3A4 と同様，PXR (Huwyler et al., 2006) を介して誘導される P-gp の mRNA 発現
量は，hiPSC-IECs において成人小腸の 1/3.5 の値にまで改善することが明らかとなった (Fig. 
2-2B)． 
Rifampicin 及び VD3 を処置した hiPSC-IECs を用いて，Group 1 の膜透過性を評価した．
Group 1 には，P-gp 及びCYP3A4の非基質 (atenolol，famotidine，furosemide，hydrochlorothiazide，
lisinopril，pravastatin，propranolol，ranitidine 及び sulpiride) に加え，P-gp 基質 (digoxin，
doxorubicin 及び saquinavir) 及び CYP3A4 基質 (acetaminophen，antipyrine 及び saquinavir) が
含まれる．膜透過性評価より得られた Pe は，ヒト Fa × Fg との R2 が 0.8934 (Fig. 2-3A) であ
り，Caco-2 細胞より得た Pe (R2 = 0.6973, Fig. 2-3C) と比較して良好な相関性を示した．続い
て Group 3 に含まれる小腸代謝を受ける 5 化合物 (amitriptyline，domperidone，nicardipine，
quinidine 及び sildenafil) について，hiPSC-IECs を用いた膜透過性評価を実施後，得られた Pe
と Fig. 2-3A で示される相関関係を基に，各化合物のヒト Fa × Fgを予測した．その結果，ヒ




sildenafil: 0.87) は，いずれも報告値 [amitriptyline: 0.65，domperidone: 0.24，nicardipine: 0.20，
quinidine: 0.88，sildenafil: 0.68，Varma et al., 2010, Table 2-1A] と同等の値を示した (Table 2-
3)．以上より，CYP3A4 及び P-gp mRNA 発現量を向上させた hiPSC-IECs は，CYP3A4 及び
P-gp 基質の消化管吸収性の予測に有用であることが示された． 
 
Table 2-3. Fa × Fg values based on the permeation assay using hiPSC-IECs and clinical data 
(Varma et al., 2010). 
 Fa × Fg 
 hiPSC-IECs 
Clinical data 
(Varma et al., 2010) 
Amitriptyline 0.74 0.65 
Domperidone 0.14 0.24 
Nicardipine 0.27 0.20 
Quinidine 0.52 0.88 
Sildenafil 0.87 0.68 
 
 一方で，hiPSC-IECs の CYP3A4 及び P-gp mRNA 発現量は，ヒト成人小腸と比較してそれ
ぞれ約 1/22 及び 1/3.5 の値を示すことから，hiPSC-IECs はヒト成人小腸における遺伝子発
現量を完全に再現した細胞ではない．hiPSC-IECs における CYP3A4 及び P-gp mRNA 量の更
なる向上には，hiPSC-IECs の成熟化が必要であると考えられる．小腸細胞の成熟化を促す
手法として，DNA メチル化阻害剤，mitogen activated protein inhibitor 及び transforming growth 
factor-β (TGF-β) 経路阻害剤を共添加する培養手法 (Iwao et al., 2015) が報告されている他，
cyclic adenosine monophosphate (cAMP) シグナルプロモーターを用いた培養方法 (Kabeya et 
al., 2018) も有用であると考えられる．近年，cAMP シグナルを活性化するために，forskolin
を hiPCS-IECs に処置した場合，成人ヒト小腸と同等の CYP3A4 及び P-gp mRNA 発現量を
有する hiPSC-IECs を hiPSC から分化可能となることが報告された (Kabeya et al., 2020)．し
かし，いずれの分化方法を用いた場合においても，小腸上皮細胞への分化促進を目的として







いない．CYP3A4 及び P-gp の mRNA 発現量とタンパク質絶対発現量の相関関係は，Watanabe
ら(Watanabe et al., 2004) 及び Ohtsuki ら (Ohtsuki et al., 2012) によって報告されている．
CYP3A4 mRNA 発現量は，ウェスタンブロット法により定量されたタンパク発現量 [相関係
数 (r) = 0.963，Watanabe et al., 2004] 及び LC-MS/MS により定量されたタンパク質絶対発現
量 (R2 = 0.952 - 0.97，Ohtsuki et al., 2012) と高い相関性を示すだけでなく，CYP3A4 の典型
的基質である testosterone の代謝活性 (r = 0.947，Watanabe et al., 2004) や midazolam 及び
nifedipine の代謝活性 (R2 = 0.952 - 0.978，Ohtsuki et al., 2012) と良好な相関性を示す．一方
で，P-gp の mRNA 発現量とタンパク質絶対発現量の相関性 (R2 = 0.185, Ohtsuki et al., 2012) 
は乏しく，タンパク質発現量と輸送活性に相関が認められない (De Lange et al., 2018) こと
から，mRNA 発現量及びタンパク質発現量から輸送活性を推定することが困難であること
が示唆されている．本研究で用いた hiPSC-IECs は，P-gp mRNA 発現量が成人の 1/3.5 の値
を示すものの，3 種の P-gp 基質 (digoxin，doxorubicin 及び saquinavir) を含む Group 1 の化
合物群において，Fa × Fgと Peが良好な相関性 (R2 = 0.8934, Fig. 2-3A) を示し，Group 3 に含
まれる 5 種の P-gp 基質 (amitriptyline, domperidone, nicardipine, quinidine 及び sildenafil) の Fa 





要となる．一般に，ka,app は，膜透過性試験より得た Pe から，検量線を基に Pe, in vivo を推定後，
Pe, in vivoと消化管半径及び化合物固有の補正係数を基に算出される (Peters et al., 2008; Poulin 
et al., 2011; Horiuchi et al., 2018)．ここで用いられる Pe, in vivo は，ヒトの空腸近位に挿入された
2 つのバルーン間に化合物含有の灌流液を循環し，灌流液中に含まれる化合物量の減少量か






る．そこで，本研究では，group 1 (14 化合物) の Pe と Fa × Fgの相関関係 (Fig. 2-3A)，及び
group 2 (27 化合物) の Fa × Fg と臨床試験から得た ka, in vivo の相関関係 (Fig. 2-3B) を検量線
とし，ヒト血漿中濃度推移を予測するためのモデル化合物 (group 3; 10 化合物) について
hiPSC-IECs の膜透過性評価より得た Peに基づき ka, app を算出した．その結果，group 3 にお
ける BA の AFE，AAFE，% within 2-fold error 及び 3-fold error は，それぞれ 1.09，1.39，80%
及び 100%であり，従来型 bottom-up PBPK 法 (AFE: 0.78，AAFE: 2.85，% within 2-fold error: 
46%，% within 3-fold error: 62%) と比較して，高い予測確度を示した (Table 2-2)．また，ka,app
を入力した新規 bottom-up PBPK 法では，予測された Cmax, Tmax 及び AUC0-t の AAFE (Cmax: 
1.47，Tmax: 1.84，AUC0-t: 1.52) は 2 を下回る値を示し，各 PK パラメータの% within 2-fold 
error は 80% - 90%を示した (Table 2-2)．この結果は，従来型 bottom-up PBPK 法を用いた場
合 (AAFE: 3.58 - 3.90, % within 2-fold error: 23% - 31%) と比較して，良好な予測性を示した．
従って，新規 bottom-up PBPK 法は，経口投与後の血漿中濃度推移から得られる PK パラメ
ータを実測比平均 2 倍以内で予測可能であり，従来法と比較して高い予測確度を示すこと
が示された． 
一方で，新規 bottom-up PBPK 法によって予測された domperidone，nicardipine，quinidine
及び tamsulosin の Tmax (domperidone，nicardipine 及び quinidine; 2.0 hr，tamsulosin; 4.0 hr) は，
実測値 (domperidone; 1.0 hr，nicardipine; 0.5 hr，quinidine; 1.0 hr，tamsulosin; 1.0 hr) と比較し
て，高値を示した (Table 2-4)．これらの化合物はいずれも弱塩基性であり，弱酸性を示す胃
内で分子型となる．胃内で分子型を示す化合物は，小腸に加えて胃からも吸収されることか







Table 2-4. Predicted and observed Tmax value in domperidone, nicardipine, quinidine and 
tamsulosin. 
 Tmax (hr) 
 Novel PBPK Observed data 
Domperidone 2.0 1.0 
Nicardipine 2.0 0.5 
Quinidine 2.0 1.0 
Tamsulosin 4.0 1.0 
 
また，domperidone，amitriptyline 及び sildenafil は，Group 3 に含まれる他の化合物群と比
較して，経口投与後の血漿中濃度推移の予測確度が不良であった．Domperidone は，BA の
予測値が実測値と比較して 2.6 倍の値を示し，血漿中濃度推移を過大評価した (Fig. 2-4，2-
5)．Domperidone の肝アベイラビリティ (Fh) の予測値及び実測値は，それぞれ 0.59 及び 0.62
を示すことから，BA の予測誤差は Fh に起因しないと考えられる．一方で，domperidone の
ヒト Fa × Fg (= BA/Fh) の予測値は，実測値 (Varma et al., 2010) と比較して約 2.4 倍高値を示
し，水に対する溶解度が低いことが報告されている (5.09 μg/mL, Ahmed et al., 2016)．以上よ
り，新規 bottom-up PBPK 法により domperidone の BA を過大評価する理由は，PBPK モデル
の胃内腔において，化合物の全量が可溶型を取るという仮定に起因すると考えられた．続い
て，amitriptyline の AUC0-t の予測値は，実測値と比較して 3.2 倍高値を示し，血漿中濃度推
移を過大評価した (Fig. 2-4，2-5)．hiPSC-IECs の膜透過性評価を基に予測された amitriptyline
のヒト Fa × Fg は 0.74 であり，報告値 (0.65; Varma et al., 2010) と同程度の値を示すことか
ら，AUC0-t の予測誤差は消化管透過が原因ではないと考えられた．Amitriptyline について，
肝臓における代謝の寄与度を示す肝抽出率 (Eh) を算出した結果，Eh の予測値は 0.066 を示
し，実測値 (0.26) と比較して 1/3.9 の値であったことから (Table 2-5)，AUC0-t の予測誤差
は，肝臓における代謝過程を過小評価することに起因すると考えられた．Amitriptyline の臨






って触媒される (Ghahramani et al., 1997)．アジア人では，不活性型の遺伝子多型である
CYP2D6*4 を有する割合は，人口の 1%である一方，白人では人口の 12 - 21%が CYP2D6*4
を有することが報告されている (Ingelman-Sundberg, 2005)．従って，血漿中濃度推移の過大
評価には，CYP2D6 の遺伝子多型が影響した可能性が有り，遺伝子発現の人種差を考慮する
ためには，種々の人種由来の細胞を用いた in vitro 評価や薬物代謝酵素の遺伝子の発現頻度
を考慮した母集団薬物動態解析法 (Aarons, 1991) が有用であると考える． 
 
Table 2-5. Predicted and observed Eh value in amitriptyline. 
 Predicted value Observed value 
 CLh Fha Ehb Fhc Ehd 
 (mL/min/kg)     
Amitriptyline 1.39 0.93 0.066 0.74 0.26 
aFh was calculated by subtracting Eh from 1. 
bEh was calculated by dividing CLh by hepatic blood flow (21 mL/min/kg, Rowland et al., 2013). 
cObserved Fh was taken from previous literature (Varma et al., 2010). 
dEh was calculated by subtracting Fh from 1. 
 
Sildenafil では，AUC0-t の予測値が実測値と比較して 1/2.4 の値を示し，血漿中濃度推移を
過小評価した (Fig. 2-4，2-5)．hiPSC-IECs の膜透過性評価を基に得たヒト Fa × Fgは 0.87 で
あり，報告値 (0.68; Varma et al., 2010) と同等の値であったことから，AUC0-t の予測誤差の
主因ではないと考えられる．また，第一章における検討の結果，bottom-up PBPK 法によっ
て予測された sildenafil の Vss は，実測値と乖離が認められなかった (Mayumi et al., 2019)．
加えて，ヒトにおいて，尿及び糞中に sildenafil の未変化体が認められないことから，sildenafil
は，代謝消失型の化合物であると考えられる (Muirhead et al., 2002)．すなわち，sildenafil に
おける血漿中濃度推移の予測誤差は，肝代謝速度の計算過程に起因すると考えらえた．肝コ
ンパートメントにおける代謝消失速度は，第一章の式 1-7 で示される通り，Cliver, CLUint, in vivo
及び fuliver によって規定される．Cliver は変数であることから，予測誤差には影響しない．ヒ
ト肝細胞代謝安定性より得た CLUint, in vivo は，72 mL/min/kg であり (Table 2-1B)，既報 (90 





出されるパラメータである．Sildenafil の pKa (base) は 6.8 を示す (Véronique et al., 2000) た
め，fuliver (= 0.30) は，アルブミン媒介性の肝移行 (式 1-20) 及び pH 分配仮説 (式 1-12 - 式
1-17) を基に算出した．しかし，sildenafil がアルブミン以外の血漿中タンパク質とも結合す
る場合，アルブミン媒介性の肝移行の影響は低減され，この場合，fuliver は本検討で使用し
た値と比較して低値を示す．そこで，アルブミンと AGP に対する sildenafil の結合比率を，
精製タンパク質を用いた平衡透析法 (Poulin, Hop et al., 2012) を基に評価した．その結果，
sildenafil の AGP に対するアルブミンへの結合分率は 1.19 を示したことから，sildenafil は
AGP とも強く結合することが示唆された．続いて，sildenafil の fuliver の値に対して感度分析
をした結果，fuliver = 0.10 となった場合，経口投与後の血漿中濃度推移の予測結果が実測と





の膜透過評価を基に消化管透過性を求めた後，第一章で得られた新規 bottom-up PBPK 法と
合わせて血漿中濃度推移を予測する手法を検討した．P-gp 及び CYP3A4 の基質を含む化合
物群について，hiPSC-IECs の膜透過性評価より得た Peは，Caco-2 の膜透過性評価より得た
Pe と比較して，ヒト Fa × Fg と高い相関性を示した．続いて，hiPSC-IECs の膜透過性評価よ
り推定した ka, app を利用し，P-gp 及び CYP3A4 の基質を含む種々の代謝消失型化合物につい
て，新規 bottom-up PBPK 法により経口投与後のヒト血漿中濃度推移を予測した．PK パラメ
ータの予測値は，実測値と比較して平均 2 倍以内の予測確度を示し，従来型 bottom-up PBPK















活用できる体制を構築するために，in vitro 試験結果のみを活用した新規 bottom-up PBPK 法
を検討し，予測された血漿中濃度推移及び PK パラメータを算出後，実測値及び IQ PBPK 
working group が提唱すると評価基準と比較することで，新規予測方法の有用性を論じた．
併せて，化合物の排泄経路を予測可能な ECCS (Varma et al., 2015; Varma et al., 2017) を改変
することで，代謝消失型化合物を予測適応範囲とする新規 bottom-up PBPK 法を基にしたヒ
ト血漿中濃度推移の予測手順を提示し，創薬の探索研究における新規予測法の活用意義を
論じた． 
第一章及び第二章で得た bottom-up PBPK 法では，tissue composition-based equation より算
出した Kptissueの補正係数として，ラット体内動態試験より得られた Vss, rat を用いている．従
って，Vss, ratの代替パラメータである Vss, in vitro を in vitro 試験結果から得られる場合，in vitro
試験のみからヒト血漿中濃度推移及び PK パラメータを予測可能となる．Vss は，定常状態
における各組織の Kptissue に組織容積 (Vtissue) を乗じた値の和で定義され，生体に占める臓
器のうち，約半分の容積を筋肉が占めることから (Rowland, 2013)，著者は，Kpmuscleが Vss を
規定する重要な因子であると考え，in vitro 試験に基づく Kpmuscle の算出方法を検討した．ま
ず，ラットより得た筋肉ホモジネートを用いて，平衡透析法による fumの評価方法を検討後，
pH 分配仮説 (Shore et al., 1957; Yu et al., 1996; Youdim et al., 2003) に基づき，fum，fup 及び化
合物の分子型分率からラット Kpmuscle を算出した．続いて，ラット Kpmuscle に全組織容積を
乗じることで Vss, in vitro を算出後，ラット体内動態試験より得た Vss, rat と比較することで，in 
vitro 試験から得られる Vss, in vitro の妥当性を考察した．更に，Vss, in vitro を用いて，tissue 
composition-based equation より計算された Kptissueを補正後，PBPK モデルに入力し，幅広い
化合物特性を示す種々の代謝消失型化合物について，静脈内及び経口投与後の血漿中濃度











3-1. 実験材料及び in vitro 評価結果に基づく組織移行性予測方法 
 
使用化合物 
モデル化合物として，代謝消失型または糸球体ろ過により腎排泄を受ける 17 の医薬品 
(alprazolam，amitriptyline，bisoprolol，cefixime，domperidone，efavirenz，epinastine，griseofulvin，
haloperidol，linezolid，meloxicam，nicardipine，phenytoin，quinidine，sildenafil，tamsulosin 及
び tramadol) 及び 14 の医薬候補化合物 (SNG-01 - SNG-14) を用いた．取り込みトランスポ
ーターの基質である diclofenac (Kindla et al., 2011, Kimoto et al., 2018) 及び血漿中でアルブミ
ンに加え AGP とも強い結合を示す sildenafil は，モデル化合物から除外した．モデル化合物
のうち，17 医薬品は市販特級品を，SNG-01 から SNG-14 は，塩野義製薬 (株) 創薬化学研
究所において合成されたものを試験に用いた． 
 
静脈内及び経口投与後のヒト PK プロファイルの予測に用いたデータ 






















Human  Rat 
fupa RBP CLint, in vivoa fuinc ka,appa 
Human PK 
prediction 





  (mL/min/kg)   (1/hr) iv po  (mL/min/kg)      (L/kg) iv 
Alprazolam - - AL 2.50 0.32 0.78 0.027 0.79 1.8 〇 〇  73 0.79 0.33 0.96 0.15 2.1 1.6 〇 
Amitriptyline - 9.2 AGP 4.92 0.077 0.86 2.8 0.36 0.9 〇 〇  1756 0.10 0.066 1.9 0.022 6.5 12 〇 
Bisoprolol - 9.4 AGP 2.14 0.85 0.58 2.0 1.0 0.8 〇 〇  62 0.90 0.84 1.1 1.0 1.8 3.3 〇 
Cefixime 2.5 - AL 0.66 - - - - - - -  4.4 1.0 0.23 0.87 0.27 0.39 0.22 〇 
Domperidone - 9.0 AGP 4.50 0.060 0.74 29 0.44 0.3 〇 〇  97 0.12 0.042 1.3 0.016 5.2 3.9 〇 
Efavirenz - - AL 4.38 - - - - - - -  37 0.047 0.0042 0.97 0.0016 2.5 3.4 〇 
Epinastine - 11.4 AGP 4.28 - - - - - - -  11 0.37 0.40 2.4 0.073 12 13 〇 
Griseofulvin - - AL 2.25 - - - - - - -  80 0.87 0.24 1.0 0.17 1.4 1.3 〇 
Haloperidol - 8.3 AGP 3.01 0.17 0.81 12 0.68 - 〇 -  149 0.51 0.10 0.81 0.017 12 12 〇 
Linezolid - - AL 0.30 0.69 0.45 2.1 1.0 - 〇 -  - - 0.68 0.45 1.0 0.68 0.59 - 
Meloxicam 4.1 - AL 3.43 0.0060 1.2 1.7 1.0 1.8 〇 〇  3.3 1.0 0.010 0.56 0.12 0.040 0.17 〇 
Nicardipine - 8.6 AGP 5.13 0.0030 0.71 208 0.043 0.4 〇 〇  896 0.040 0.0054 0.80 0.0031 3.3 3.3 〇 
Phenytoin - - AL 2.44 0.17 1.6 0.027 0.81 - 〇 -  90 0.81 0.17 1.6 0.22 0.77 0.90 〇 
Quinidine - 8.8 AGP 3.44 0.19 0.92 13 0.63 0.5 〇 〇  - - 0.33 1.4 0.15 4.5 5.8 - 
Sildenafil - - AL 2.75 - - - - - - -  - - 0.050 0.64 0.070 0.71 1.9 - 
Tamsulosin - 8.4 AGP 2.24 0.0091 0.53 18 1.0 0.4 〇 〇  213 0.46 0.19 1.2 0.18 2.2 1.9 〇 

















Human  Rat 
fupa RBP CLint, in vivoa fuinc ka,appa 
Human PK 
prediction 





  (mL/min/kg)   (1/hr) iv po  (mL/min/kg)      (L/kg) iv 
SNG-01 - 8.3 AGP 3.10 - - - - - - -  27 0.85 0.30 1.0 0.41 1.4 2.0 〇 
SNG-02 - 7.7 AGP 3.07 - - - - - - -  20 0.62 0.11 1.0 0.078 2.4 1.4 〇 
SNG-03 - 7.6 AGP 2.58 - - - - - - -  25 0.80 0.23 1.0 0.10 3.5 2.9 〇 
SNG-04 - 7.9 AGP 2.75 - - - - - - -  70 0.10 0.0073 1.0 0.0053 2.5 2.4 〇 
SNG-05 - 7.9 AGP 2.18 - - - - - - -  49 0.27 0.024 1.0 0.010 4.2 4.0 〇 
SNG-06 - 7.9 AGP 3.72 - - - - - - -  19 0.16 0.013 1.0 0.0037 6.6 7.6 〇 
SNG-07 - 7.9 AGP 2.86 - - - - - - -  92 0.24 0.022 1.0 0.0089 4.4 2.4 〇 
SNG-08 - 7.8 AGP 2.65 - - - - - - -  131 0.79 0.21 1.0 0.089 4.2 3.0 〇 
SNG-09 - 8.2 AGP 2.72 - - - - - - -  39 0.86 0.29 1.0 0.22 2.7 2.8 〇 
SNG-10 - 7.4 AGP 1.60 - - - - - - -  81 0.99 0.46 1.0 0.21 2.2 2.4 〇 
SNG-11 - - AL 3.79 - - - - - - -  65 0.35 0.12 1.0 0.12 1.0 1.2 〇 
SNG-12 - - AL 3.06 - - - - - - -  25 0.74 0.20 1.0 0.25 0.81 1.7 〇 
SNG-13 - - AL 2.10 - - - - - - -  34 0.96 0.32 1.0 0.38 0.83 0.65 〇 
SNG-14 - 8.1 AGP 2.14 ‐ - - - - - -  144 0.45 0.053 1.0 0.017 6.0 7.8 〇 
Test compounds are listed in alphabetical order, respectively. 







aThe errors between the samples were all around 20% to 30%, representing it is reliable regardless of fup and fum value. 
bUchimura et al. (Uchimura et al., 2010) reported that the average value for human RBP was determined as 0.89 using 96 compounds, and the correlation between human RBP 
and rat RBP was observed as following equation; 
human RBP=0.610 × rat RBP + 0.279 
In this study, rat RBP for SNG-01 to 14 was assumption of 1.0 from this equation and the average value for human RBP (0.89) (Uchimura et al., 2010). 





 Sprague-Dawley ラット (8 週齢，雄性，Charles River Laboratories Japan, Inc.) を，イソフル
ラン麻酔下にて腹部大動脈より全採血致死させた．その後，下肢大腿部より大腿筋を切除し，
分離した大腿筋をトリミング後，直ちに液体窒素下で凍結した．筋サンプルは，Multi-Beads 
Shocker (Yasui Kikai, Co.) により，3000 rpm，15 秒間の条件で 3 回凍結粉砕後，9 倍量の PBS
を添加した．更に，得られた筋肉サンプルは，Multi-Beads Shocker により，3000 rpm，60 秒
間の条件で 3 回粉砕することにより 10%筋ホモジネートを調製した．得られた 10%筋ホモ
ジネートは，タンパク結合試験に供するまで-30℃で保管した．凍結した 10%筋ホモジネー




 DMSO に溶解させたモデル化合物をラット 10%筋ホモジネートに添加し，終濃度 2 μM の
10%筋ホモジネートサンプルを調製した．平衡透析デバイス (HTD96b, HTDialysis) に分画
分子量が 12,000 - 14,000 の透析膜 (Spectra/Por® 2 Dialysis Membrane Standard RC Tubing 
MWCO: 12,000 to 14,000，Spectrum Laboratories, Inc.) を配置し，平衡透析デバイスのドナー
側に 100 μL の 10%筋ホモジネートサンプル，アクセプター側に 100 μL の PBS を添加した．
サンプル添加後の平衡透析デバイスは 37℃で 24 時間インキュベートした．インキュベート
後，4 μL のドナー側サンプル及び 36 μL のアクセプター側サンプルに対して，ブランク PBS


























Fuip 及び Fuim はそれぞれ血漿及び筋肉における化合物の分子型分率を示す．ここで，
Henderson-Hasselbalch 式に基づくと，分子型分率 (Fui) は，化合物の酸解離定数に応じて式
3-3 から式 3-7 で表される． 
Fui(for neutral) = 1 (3-3) 
















血漿及び筋肉中 pH は，それぞれ 7.4 及び 7.0 である (Roos et al., 1981; Harashima et al., 1984)． 
 
In vitro 試験結果のみを基にした Kptissue 
Vss,in vitro は，式 3-8 で表されるように，Kpmuscleと組織容積の和より算出される (Rodgers et 
al., 2007)． 
Vss,𝑖𝑖𝑖𝑖 𝑣𝑣𝑖𝑖𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣 = Vplasma + Kpmuscle × ∑Vtissue (3-8) 
Vplasma は血漿容積を示し，Vtissueは，11 の組織 (脂肪，骨，脳，消化管，心臓，腎臓，肝臓，
肺，筋肉，皮膚及び脾臓) の組織容積を示す．式 3-8 における Kpmuscle は，式 3-2 で得た値を
用いた．また，第一章の式 1-21 より，tissue composition-based equation (式 1-9 及び式 1-10) 
を基に算出される定常状態の分布容積 (Vss, simulation) と Kptissue には，式 3-9 の関係が成り立
つ． 
Vss,simulation = Vplasma +∑(Vtissue × Kptissue) (3-9) 




Vss,𝑖𝑖𝑖𝑖 𝑣𝑣𝑖𝑖𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣 − Vplasma = Kpmuscle × ∑Vtissue (3-10) 
Vss,simulation − Vp = ∑(Vtissue × Kptissue) (3-11) 
式 3-10及び式 3-11より，tissue composition-based equation (式 1-9及び式 1-10) より得たKptissue
の補正係数 (scaling factor) は，式 3-12 で表される． 
Scaling factor = Vss,𝑖𝑖𝑖𝑖 𝑣𝑣𝑖𝑖𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣−Vp
Vss,simulation−Vp
= Kpmuscle×∑Vtissue∑(Vtissue×Kptissue) (3-12) 
ここで，補正されたラット Kptissue (Kptissue, corrected) は，式 3-13 で表される． 
Kptissue,corrected = Scaling factor × Kptissue (3-13) 
得られたラット Kptissue, corrected は，式 1-11 によりラット futissue に変換後，式 1-23 で表され
るラットとヒトにおける Vtissue/futissue の種差を基に，ラット futissue からヒト futissue を算出後，
Kptissue と futissue の関係式 (式 1-21) を基にヒト Kptissue を算出した． 
式 3-13 より得たラット Kptissue, corrected は，第一章で示す PBPK モデル (式 1-1 - 式 1-6), に
入力し，静脈内投与後のラット血漿中濃度推移の予測に用いた．また，ヒト Kptissueは，第一






t，Cmax，Tmax 及び BA を算出した．PK パラメータの予測確度は，第一章の式 1-24 - 式 1-26








Vss, in vitro 及び Vss, rat の相関関係 
 31 のモデル化合物について，式 3-2 にタンパク非結合率及び分子型分率を入力すること
でラット Kpmuscleを算出後，得られた Kpmuscleを式 3-8 に入力することでラット Vss, in vitro を得
た．また，Rodgers らが報告した tissue composition-based equation (式 1-9, 1-10; Rodgers et al., 
2007) より算出した Kptissue を式 3-9 に入力することで，ラット Vss, simulation を得た．得られた
ラット Vss, in vitro 及び Vss, simulation とラット体内動態試験より算出した Vss, rat との相関関係を
Fig. 3-2 に示す．Vss, rat とラット Vss, in vitro の R2 は 0.859 であり，Vss, rat とラット Vss, simulation の
R2 (0.566) と比較して高値を示した．従って，タンパク非結合率及び pH 分配仮説より算出
したラット Vss, in vitro は，tissue composition-based equation のみを用いた場合と比較して，Vss, 
rat の予測性が高くなることが示された． 
 
ヒト Vss 予測法の比較検討 
 ヒト Kptissueは，1) tissue composition-based equation 及びラット Vss, in vitro を用いる方法 (式
3-8) の他，2) tissue composition-based equation のみを用いる方法 (式 1-9 - 式 1-11)，3) tissue 
composition-based equation 及び Vss, rat を用いる方法 (第一章; Mayumi et al., 2019, 第二章; 
Mayumi et al., 2020) によりそれぞれ算出した．続いて，各予測方法により得たヒト Kptissueを
PBPK モデルに入力後，ヒト Vss を予測した．得られたヒト Vss の予測確度は，Table 3-2 に
示す．その結果，Vss, in vitro を補正係数としてヒト Vss を予測した場合，AAFE, % within 1.5-
fold error 及び% within 2-fold error は，それぞれ 1.76，33%及び 92%であり (Table 3-2)，Vss, 
rat を補正係数として用いた予測方法 (Mayumi et al., 2019; Mayumi et al., 2020) と概ね同等の
予測確度 (AAFE: 1.70，% within 1.5-fold error: 67%及び% within 2-fold error: 75%) を示した．
また，補正係数として Vss, in vitro または Vss, rat を用いる予測方法では，ヒト Vss の実測値と 3
倍以上乖離する化合物は認められなかった．一方で，tissue composition-based equation のみを
用いた場合，得られたヒト Vssの AAFE, % within 1.5-fold error 及び% within 2-fold error はそ
れぞれ 2.04，33%及び 58%を示し，他の 2 つの予測方法と比較して AAFE は高値を，% within 
2-fold error は低値を示した．加えて，本手法による domperidone 及び linezolid のヒト Vssの




3-8 で得られる Vss, in vitro を Vss, rat の代替パラメータとして使用した場合，ヒト Vss を実測と比
較して平均 2 倍以内で予測可能であり，tissue composition-based equation のみを基にした予
測方法と比較して高い確度でヒト Vss を予測可能であることが示唆された． 
 
 
Fig. 3-2 Predicted rat Vss versus observed rat Vss for 31 reference compounds. 
A) Correlation between rat Vss, in vitro calculated by Eq. 3-8 and observed rat Vss, B) Correlation between 
rat Vss, simulation calculated by Eq. 3-9 and observed rat Vss. Dashed line: 2-fold errors. 
 
 
Fig. 3-3 Predicted rat Kpmuscle×Vmuscle versus observed rat Vss. 
Rat Kpmuscle was calculated in Eq. 3-2. Volume of muscle in rats was used the value of 0.4876 (L/kg) 





Table 3-2 Statistical analysis for human Vss prediction by the PBPK approaches using three estimation methods of human Kptissue. 
 
Calculation methods of human Kptissue 
The predictive accuracy of Vss in humans 
n RMSE AFE AAFE 
Percentage within 
1.5-fold error 2-fold error 3-fold error 
Scaling factor: Corrected rat Kptissuea 12 0.23 0.88 1.76 33.3 91.7 100.0 
No scaling factorsb 12 0.30 1.13 2.04 33.3 58.3 83.3 
Scaling factor: Observed rat Vssc 12 0.22 0.94 1.70 66.7 75.0 100.0 
aThe value of Kptissue in humans were calculated from the rat Kptissue,corrected (Eq. 3-13) and the correlation of Vtissue/futissue between rats and humans (Eq. 1-23). 
bThe value of Kptissue in humans were calculated from simulated rat Kptissue based on the tissue composition-based equation proposed by Rodgers et al. (Rodgers 
et al., 2007) and the correlation of Vtissue/futissue between rats and humans (Eq. 1-23). 
cThe value of Kptissue in humans were calculated from Vss, rat and the correlation of Vtissue/futissue between rats and human reported in our previous study (Mayumi 







 27 のモデル化合物を用いた静脈内投与後のラット血漿中濃度推移の予測結果は Fig 3-4 に，
12 のモデル化合物を用いた静脈内投与後のヒト血漿中濃度推移の予測結果及び 9 のモデル
化合物を用いた経口投与後のヒト血漿中濃度推移の予測結果は，それぞれ Fig. 3-5 及び Fig. 
3-6 に示した．また，静脈内投与後及び経口投与後の血漿中濃度推移より得られた PK パラ
メータの実測値と予測値の相関関係は，それぞれ Fig. 3-7 及び Fig. 3-8 に示し，各 PK パラ
メータの予測確度は Table 3-3 に纏めた．ラットについて予測された PK パラメータの AAFE 
(AUC0-∞: 1.35，CLtot: 1.35，t1/2: 1.37，Vss: 1.47，AUC0-t: 1.32) は，全て 2 を下回る値であった．
また，予測された AUC0-∞，CLtot，t1/2，Vss及び AUC0-t の% within 1.5-fold 及び 2-fold error は，
それぞれ 59 - 96%，59 - 96%，70 - 93%，52 - 89%及び 74 - 96%であった． 
静脈内投与後のヒト血漿中濃度推移を予測した結果，得られた AUC0-∞，CLtot，t1/2，Vss及
び AUC0-t の AAFE は，それぞれ 1.74，1.75，1.98，1.76 及び 1.30 と 2 を下回る値を示した 
(Table 3-3)．また，予測された AUC0-∞，CLtot，t1/2，Vss 及び AUC0-t の% within 1.5-fold 及び% 
within 2-fold error は，それぞれ 83 - 92%，83 - 92%，75 - 92%，92 - 100%及び 100%を示した 
(Table 3-3)．以上の結果から，補正係数としてラット Vss, in vitro を用いて Kptissue を得る手法は，
静脈内投与後のラット及びヒト血漿中濃度推移 (Fig. 3-4, 3-5) 及び PK パラメータ (Fig. 3-
7) を実測値と比較して平均 2 倍以内で予測可能であることが示された． 
経口投与後のヒト血漿中濃度を予測した結果，得られた PK パラメータの AFE (Cmax: 1.12，
Tmax: 1.43，AUC0-t: 1.19，BA: 1.2) は，いずれも 1 を上回る値であった (Table 3-3)．また，
Tmax を除く全ての PK パラメータの AAFE (Cmax: 1.63，Tmax: 2.06，AUC0-t: 1.65，BA: 1.54) は，
2 を下回る値であり，Cmax，Tmax，AUC0-t 及び BA の% within 1.5-fold error 及び 2-fold error は，
それぞれ 78 - 89%，67%，78 - 89%及び 78 - 89%であった (Table 3-3)．従って，in vitro パラ
メータのみを基に予測した経口投与後のヒト血漿中濃度推移 (Fig. 3-6) 及び PK パラメータ 
(Fig. 3-8) は，血漿中濃度及び Tmax を過大評価する傾向にあったものの，Tmax を除き実測値






Fig. 3-4 Observed and predicted PK profiles in rats after intravenous administration of 27 
compounds. 






Fig. 3-5 Observed and predicted PK profiles in humans after intravenous administration of 12 compounds. 
Solid line, prediction results based on the method in Chapter 3; dashed line, prediction results based on the method 
in Chapter 1; open circle, observed PK data. The observed human PK profiles after intravenous administration for 
amitriptyline and domperidone was not shown as these data could not be acquired from literatures. 
 
Fig. 3-6 Observed and predicted PK profiles in humans after oral administration of 9 compounds. 
Solid line, prediction results based on the method in Chapter 3; dashed line, prediction results based on the method 




Fig. 3-7 Correlations between Observed and predicted PK parameters in rats and humans after 
an intravenous administration. 
Open circle, human PK parameters; closed circle, rat PK parameters; dashed line: 2-fold errors. 
Fig. 3-8 Correlation between Observed and predicted PK parameters in humans after an oral 
administration. 










Human Rat Rat and Human 
n RMSE AFE AAFE 
Percentage within  
n RMSE AFE AAFE 
Percentage within  
n RMSE AFE AAFE 
























12 0.31 1.14 1.74 66.7 83.3 91.7 27 0.16 0.96 1.35 59.3 96.3 100.0 39 0.22 1.00 1.42 61.5 92.3 97.4 
CLtot 12 0.31 0.87 1.75 66.7 83.3 91.7 27 0.16 1.04 1.35 59.3 96.3 100.0 39 0.22 0.99 1.42 61.5 92.3 97.4 
t1/2 12 0.30 1.08 1.98 33.3 75.0 91.7 27 0.17 1.13 1.37 70.4 92.6 100.0 39 0.22 1.11 1.48 59.0 87.2 97.4 
Vss 12 0.23 0.88 1.76 33.3 91.7 100.0 27 0.20 1.31 1.47 51.9 88.9 100.0 39 0.21 1.16 1.51 46.2 89.7 100.0 
AUC0-t 10 0.14 1.01 1.30 70.0 100.0 100.0 27 0.15 0.95 1.32 74.1 96.3 100.0 37 0.15 0.97 1.31 73.0 97.3 100.0 
Cmax 
po 
9 0.27 1.12 1.63 55.6 77.8 88.9               
Tmax 9 0.39 1.43 2.06 33.3 66.7 66.7               
AUC0-t 9 0.31 1.19 1.65 55.6 77.8 88.9               







Fig. 3-9 The schematic diagram for exploiting our PBPK approach in drug discovery. 
The ECCS was quoted from the literature reported by Varma et al. (Varma et al, 2015; Varma et al., 
2017) with partially modification. The thresholds of permeability and molecular weight are 5 × 10-6 









 式 3-8 より得た Vss, in vitro の有用性は，幅広い特性 [logP: 0.30 (linezolid) - 5.13 (nicardipine)，
fup: 0.0042 (efavirenz) - 0.90 (tramadol), Vss, rat: 0.17 L/kg (meloxicam) - 12 L/kg (epinastine, 
haloperidol)] を示す 31 化合物を用いて検証した．ラット Vss, in vitro を得るためには，筋肉ホ
モジネートを用いた平衡透析法により fum を算出する必要がある．Berry らが報告するホモ






及び pH 分配仮説よりラット Vss, in vitro を算出し，ラット体内動態試験より得た Vss, ratとの相
関関係を評価した結果，良好な相関性 (R2 = 0.859) を示した．この結果は，tissue-composition 
based equation のみより得たラット Vss, simulation と Vss, rat の相関性 (R2 = 0.566) よりも良好であ
ることを示している．31 のモデル化合物について，Kpmuscle に筋肉容積 (Vmuscle) を乗じ，筋
肉への分布容積 (Kpmuscle × Vmuscle) を算出したところ，全モデル化合物の Vss, rat に対する
Kpmuscle × Vmuscle の割合は約 47.8%であり，全組織容積に対する筋肉容積の占める割合 (約
50%, Rodgers et al., 2007) と概ね同値を示した．また，Kpmuscle × Vmuscle と Vss, rat には，良好な
相関性が認められた (R2 = 0.874, Fig. 3-3)．従って，Kpmuscleに全組織容積の和を乗じて得た
Vss, in vitro が Vss, ratと良好な相関性を示した理由は，筋肉における化合物の分布と組織容積が
正の比例関係にあったためと考えられる．以上より，代謝消失型化合物において，in vitro 試
験より得た Vss, in vitro は，Vss, rat と高い相関性を示すことから，bottom-up PBPK 法において Vss, 
rat の代替パラメータとして有用であることが示唆された． 
In vitro 試験のみを基にした新規 bottom-up PBPK 法では，予測されたヒト Vssの AAFE 及
び% within 2-fold error がそれぞれ 1.76 及び 92%を示し，実測比 3 倍以上の乖離を示す化合
物群は認められなかった (Table 3-2)．この予測結果は，第一章及び第二章で検討した方法と
同等以上のヒト Vssの予測確度 (AAFE: 1.70, % within 2-fold error: 75%, % within 3-fold error: 




型 bottom-up PBPK 法 (AAFE: 2.04, % within 2-fold error: 58%, % within 3-fold error: 83%, Table 
3-2) と比較して，予測性の改善が認められる結果であった．従って，Vss, in vitro を補正係数と
して用いた新規 bottom-up PBPK 法は，第一章及び第二章で検討した方法に代わるヒト組織
分布の予測方法であることが示された． 
更に，新規 bottom-up PBPK 法が，Vss以外の PK パラメータについても高い予測性を示す
か，検討した．27 のモデル化合物について静脈内投与後のラット血漿中濃度推移を予測し
た結果，得られた CLtot，t1/2，Vss 及び AUC0-t の AAFE は 1.35，1.37，1.47 及び 1.32 であっ
た．同様に，静脈内投与後のヒト血漿中濃度推移の予測においても，各 PK パラメータの
AAFE は 2 を下回る値であった (Table 3-3)．従って，いずれの動物種においても静脈内投与
後の血漿中濃度推移は，実測と比較して平均 2 倍以内と高い確度で予測可能であることが
示された．また，経口投与後のヒト血漿中濃度推移の予測では，得られた Cmax，Tmax，AUC0-
t 及び BA の AFE が 1 を上回る値を示し，血漿中濃度推移は過大評価する傾向にあった．こ
れは，代謝プロファイルに人種差が影響する amitriptyline，化合物の溶解過程が小腸アベイ
ラビリティに影響する domperidone 及び胃からの吸収が想定される弱塩基性化合物の予測
誤差に起因すると考えられる．一方で，予測された Cmax，Tmax，AUC0-t及び BA の AAFE は，
それぞれ 1.63，2.06，1.65，1.54 を示し (Table 3-3)，Tmax を除く全ての PK パラメータで実
測比 2 倍以内と高い確度で予測可能であった． 
本章で検討した予測方法を探索初期のスクリーニング段階で活用する場合，合成された
新規化合物が取り込みトランスポーターの基質でないことを判断する必要がある．Varma ら




臓の近位尿細管の基底膜に局在する OATs (Ullrich, 1997) または organic cation transporters 
(OCTs, Ullrich, 1997; Inui et al., 2000; Launay-Vacher et al., 2006; Ahlin et al., 2008) による能動
的分泌を受ける可能性が高い．これらの ECCS 及び腎臓に発現する取り込みトランスポー
ターの基質特異性に関する報告を基に，化合物の生体内挙動を判断し，本章で検討した新規
bottom-up PBPK 法を適応するための評価手順を Fig. 3-9 に示した．このスクリーニングフロ




タンパク非結合率，膜透過性，OATP 基質性) が必要となるが，これらの評価は high-






も報告されていない．従って，創薬における bottom-up PBPK 法の有用性を更に拡大するた
めには，取り込みトランスポーター基質についてヒト血漿中濃度推移を予測する手法を確
立することが今後の重要な課題であると考えられる． 
本章では，in vitro 試験を基に Vss, rat の代替パラメータの算出方法を検討した．更に，幅広
い化合物特性を有する代謝消失型化合物を用いて静脈内及び経口投与後の血漿中濃度推移
を予測した．その結果，in vitro 試験より得た Vss, in vitro は，ラット体内動態試験より得た Vss, 
ratの代替パラメータとして有用であることが示された．この Vss, in vitroを入力した新規 bottom-
up PBPK 法は，静脈内及び経口投与後のヒト血漿中濃度推移及び PK パラメータを実測比平

















その結果，新規 bottom-up PBPK 法により予測されたヒト CLtot 及び t1/2 は，血漿中に存
在するタンパク非結合型薬物が肝臓へ移行すると仮定した従来型 bottom-up PBPK 法と
比較して高い予測性を示した． 
2. 化合物の組織分布を予測するために必要なヒト Kptissue は，tissue composition-based 
equation に加え，ラット体内動態試験より得た Vss, rat 及びラットとヒトにおける非結合
型化合物の分布容積の相関関係を基に算出した．その結果，新規 bottom-up PBPK 法に
より予測されたヒト Vssは，tissue composition-based equation のみを用いる従来型 bottom-
up PBPK 法と比較して高い予測性を示した． 
3. 新規 bottom-up PBPK 法は，静脈内投与後のヒト血漿中濃度推移より得られる全ての PK
パラメータ (AUC0-∞，AUC0-t，Vss，CLtot，t1/2) について，実測比平均 2 倍以内の確度で
予測可能であり，従来型 bottom-up PBPK 法と比較して高い予測性を示した． 
4. CYP3A4 及び P-gp の基質を含む化合物について，rifampicin 及び VD3を処置した hiPSC-
IECs を用いて膜透過性評価を行った．その結果，得られた Pe は，ヒト Fa × Fg と良好な
相関性 (R2 = 0893) が認められた．また，ヒト Fa × Fg は，ヒト ka, in vivo と高い相関性 (R2 
= 0.845) を示した．従って，経口投与後のヒト血漿中濃度推移を予測するために必要な
ka, appは，hiPSC-IECs の膜透過性評価から得られることが示された． 
5. CYP3A4 及び P-gp の基質を含む化合物について，hiPSC-IECs の膜透過性評価より得ら
れた ka, app を PBPK モデルの消化管コンパートメントに入力し，経口投与後のヒト血漿
中濃度推移を予測した．その結果，得られた PK パラメータ (Cmax，Tmax，AUC0-t，BA) 





6. ラットの血漿及び筋肉におけるタンパク非結合率と pH 分配仮説を基に算出したラット
Vss, in vitro は，ラット体内動態試験より得た Vss, ratと良好な相関性 (R2 = 0.859) を示した
ことから，Vss, rat の代替パラメータとして有用であることが示された． 
7. ラット Vss, in vitro を補正係数としてヒト Kptissue を算出後，得られたヒト Kptissue を PBPK モ
デルに入力し，静脈内投与及び経口投与後のヒト血漿中濃度推移を予測した．その結果，
Tmax を除く全ての PK パラメータ (CLtot，Vss，AUC0-∞，Cmax，Tmax，AUC0-t，BA) は実測
比平均 2 倍以内で予測可能であった． 
 
以上のように，iPSC-IECs の膜透過特性を含む in vitro 試験結果を活用した新規 bottom-up 
PBPK 法は，Table 0-1 の理論に基づく従来型 bottom-up PBPK 法と比較して予測性が改善し，
IQ PBPK working group が設定した予測確度の評価基準を概ね達成可能であることが明らか
となった．更に，in vitro 試験結果のみを基にした新規 bottom-up PBPK 法によって，探索研
究における初期スクリーニングで獲得可能な 6 つの in vitro パラメータ (pKa，logP，肝細胞
代謝安定性，fup，fum 及び膜透過性) から，ヒト血漿中濃度推移を基に SAR 情報を取得する
ことが可能となった．一方で，本研究で構築した新規 bottom-up PBPK 法は，予測対象が代
謝消失型化合物に限られているとともに探索初期での活用が目的であることから経口投与
された化合物は，胃内で全溶解し小腸で吸収されるという仮定を置いている．また、特にタ
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